








Uber den Ua- und K-Gehalt im Blutserum hungernder Hunde. 


Von 
Sergius Morgulis. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des University of Nebraska College 
of Medicine, Omaha, U. 8. A.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1929.) 


In einer Arbeit iiber den EinfluB des Hungerns auf den Calecium- 
gehalt im Blutserum des Hundes (irrtiimlicherweise als Ca-lonengehalt 
bezeichnet!), die vor kurzer Zeit in dieser Zeitschrift erschienen ist (1), 
wird bestatigt, da das Ca-Niveau des hungernden Tieres sich wahrend 
der Periode des vermutlichen Erregungszustandes vermindert, auch 
spiter wahrend der Periode der Lihmung. Die Herabsetzung des 
Ca-Niveaus im Erregungszustande wird der Anderung der vegetativ- 
reflektorischen Tatigkeit des Organismus zugeschrieben. 

Das Problem des Elektrolytengehalts im Blute hungernder Hunde 
ist schon langst in unserem Laboratorium eingehend untersucht 
worden (2). Wir konnten uns iiberzeugen, da die Elektrolytkonstellation 
des Serums merkwiirdigerweise wihrend Inanition eine lange Zeit 
konstant bleibt, und Veranderungen treten erst auf, wenn der Kérper 
wenigstens 20°, seines Gewichts eingebiiBt hat. In einer groben 
Anzahl von Tieren, die wir untersucht haben, wurde ein anfanglicher 
Wert von 11.0 mg-°,, gefunden. Wenn durch Hungern oder sogar 
Hungern und Dursten das Kérpergewicht der Tiere durchschnittlich um 
22°, gesunken ist, vermindert sich das Serum-Ca nur um 10,6 mg-”,,, 
und erst wenn ein Gewichtsverlust von ungefahr 35 bis 40°, erreicht 
ist (obwohl ohne irgendwelche Lahmungserscheinungen!), ist das 
Ca-Niveau auf einen mittleren Wert von 9,6 mg-"., gesunken, oder, 
mit anderen Worten, eine Abnahme von ungefahr 13°, erreicht. 

Wir sind iiberzeugt, daB die Verschiebung des Globulin : Albumin- 
verhaltnisses in den spiten Stadien des Hungerns zugunsten des 
Globulins leicht die Abnahme von 1 bis 2 mg Ca erkliren kann 

Fernerhin scheint die Voraussetzung, dai die Abnahme des 
Serum-Ca wihrend der Inanition von Verinderungen der vegetativ- 
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reflektorischen Tatigkeit des Organismus auf irgendwelche We ~ 
bedingt ist, als ginzlich unberechtigt und nicht als stichhaltig, Un 
Studium des K-Gehalts des Serums, das mit der Methode von Kram 
Tisdall unter solchen Kautelen durchgefiihrt worden ist, die fir 
verlissige Ergebnisse (3) unentbehrlich sind, hat gezeigt, dal d 


s 


K : Ca-Verhiltnis wahrend langen Hungerns fast vollkommen u 

beeinfluBt ist. Fiir Hunde im normalen Zustande wurde K : Ca 24 
gefunden, und in verschiedenen Perioden der Inanition ist das V+ 

haltnis 2,1. Ob wirklich die Bilanz des vegetativen Nervensystems 
durch Hungern gestért wird, ist wenigstens noch eine streitbare Frag: 
iiber die man verschiedene Meinungen haben kann. Die Unter 
suchungen des Elektrolytengehalts des Hundebluts bieten — kein 
Stiitze fiir diese Ansicht. 


Literatur. 


1) B. A. Schazillo und D. Ch. Konstantinowskaja, diese Zeitschr. 201, 
318, 1928. 2) Sergius Morgulis, Amer. Journ. of Physiol. 84, 350, 1928. 
3) Sergius Morgulis und Ann Perley, Journ. of biol. Chem. 77, 647, 192s 
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Ein neues Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung 
von Pepsin und Lipase im Magensaft. 


Von 
L. Gézony und FP. Hoffenreich. 


\us dem Bakteriologischen Institut der kénigl. ungar. Péter-PAzmany- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 14. Februar 1929.) 


In einer friiheren Mitteilung' haben wir ein Serumlipase-Titrations- 
verfahren angegeben. Das Serum wurde in geometrischer Reihe ver 
diinnt, und zu den einzelnen Verdiinnungen wurde gesittigte wiisserige 
Mono- oder Tributyrinlésung zugefiigt. Der Wirksamkeit der Lipase 
gemaB werden Fettsiuren frei, welche aus der zugefiigten Natrium- 
caseinatlésung das Casein ausflocken. 

Dieses Verfahren schien auch zur Messung von Magensaftlipase 
geeignet. Da aber der saure Magensaft Casein selbst ausflockt, mubte 
er zuerst alkalisiert werden. 

Er wurde folgendermaBen auf py 5,6 gebracht: Zu 2 ccm Magensaft 
filtrat gaben wir einen Tropfen vom Indikator Bromkresolpurpur (von 
pu 5,2 bis 6,8) und setzten so viel n/10 Natronlauge oder n/10 Salzsaure 
hinzu, bis es die griinliche Ubergangsfarbe (py 5,6) angenommen hatte. 
Der korrigierte Magensaft wurde jetzt mit physiologischer Kochsalzlésung 
auf das Doppelte, also auf 4ccm, aufgefiillt, und weitere Verdiinnungen 
bereitend, maBen wir von den einzelnen Mischungen je 1 ccm in Reagenz- 
glaser ab. Wir gaben noch 1 ccm gesaéttigter Monobutyrinlésung und nach 
halbstiindigem Stehen im 37°-Wasserbad noch lcecem 2°/,,iger Caseinlésung 
dazu. Die Herstellung der Caseinlésung geschieht am besten folgender- 
maBen: In einem Erlenmeyerkolben werden 0,2 g Casein unter gelindem 
Erwairmen in l10cem n/10 NaOH gelést, darauf wird etwas weniger 
n/10 Salzséiure hinzugefiigt, mit physiologischer NaCl auf 100 ccm auf- 
gefiillt und zuletzt tropfenweise unter standigem Schiitteln so viel 0,5 °jige 
Essigsiure hinzugegeben, bis die Caseinlésung stark opaleszierend wird. 
Jetzt betrigt das pq 5,6 und es entsteht auch bei geringen Séuremengen 
starke Triibung. 


1 Diese Zeitschr. 204, 126, 1929. 


260 L. Gézony u. F. Hoffenreich: 


Nach Zugabe der Caseinlésung und nach halbstiindigem Verwei\:-n 
auf dem Wasserbad bemerkten wir, daB das Casein bis zu einer gewiss«-n 
Verdiinnung des Magensafts ausgeflockt wurde, auch stellten wir fest 
daB die Wirkung in einer Stunde sich verstarkt hatte, spater nicht 
mehr. In unseren ersten Versuchen stellten wir auch fest, daB di 
Triibung nicht mit der Aziditat des Magensafts parallel ging, da 71 
meist die normal sauren Magensifte die meiste Lipase enthielten, aber 
in einigen Fallen war der hyperazide Magensaft weniger stark li 
lytisch als der hypazide. 

Wenn die Reihen bis zum anderen Tage aufgehoben wurden, s 
wurde das gefallte Casein wieder gelést, da jetzt im sauren Medium 
die Pepsinwirkung zur Geltung kam. Zur Messung der Pepsinwirkung 
war dieses Verfahren aber ungeeignet, da das Casein durch Lipas: 
wirkung nur bis zu einer gewissen Verdiinnung gefallt wurde, und wenn 
das Pepsin auch in weiterer Verdiinnung noch wirksam, ware kein 
gefalltes EiweiB vorhanden, aus dessen Lésung wir auf Pepsinwirkung 
hatten schlieBen kénnen. Um bei gleichzeitiger Einstellung Lipas 
und Pepsinwirkung bestimmen zu kénnen, haben wir zuletzt folgendes 
Verfahren ausgearbeitet : 


Der Magensaft wird auf schon angegebene Weise auf pg 5.ti 
korrigiert. Wir bereiten jetzt vom Magensaft 2, 4, 8, 16 usw. Ver. 
diinnungen. Zu je }, ccm der Verdiinnung geben wir |. cem gesittigte: 
Monobutyrinlésung in physiologischer NaCl. Nach _ halbstiindigem 
Verweilen auf dem Wasserbad von 37° geben wir zu jedem einzelnen 
Reagenzglas |, ccm Natriumcaseinatlésung, nach weiterem halb 
bzw. einstiindigem Stehen auf dem Wasserbad lesen wir das Ergebnis 
ab und legen die stirkste Verdiinnung fest, bei der noch Triibung 
bemerkbar ist. Jetzt fallen wir in jedem Reagenzglas durch einen Tropfen 
n/10 Salzsiure das Casein, und nach weiterem einstiindigem Stehen 
bei 37° und nach 12 Stunden Verweilen bei Zimmertemperatur lesen 
wir die Pepsinwirkung ab. 








Mag ftverdii zg 2 4 8 16 32 64 128 20 500 1000 
Nach Zugabe der {4/.Std. 4/4 4°54 8 3 38 2 2 1 Lipase: 
Monobutyrinlésung| 1 , 56'/4,;4,;4!'8;8) 8 3 3 1 wirkung 
Nach Zugabe von einem 
Tropfen HCl 6§';41';4;4/4,;4;',4),4)4)] 4 | p 
Sees CO PE Pe Ee FE Se Se ae Se oaitene 
eed ........ OlOlol|ol;1}1) 11/2/23) 2 KI 


Wenn die Zahi 5 komplette Fallung, 4 starke, 3 maBige, 2 schwache 
Triibung, 1 Spuren von Triibung und 0 das klare Gemisch bedeutet 
so zeigt obige Tabelle klar den Ablauf der Reaktion. 
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Bei dem obigen Versuch waren Lipase und Pepsin in der Verdiinnung 
von 1: 1000 noch wirksam. Es scheint aber zweckmaBiger, bei Lipase- 
wirkung die letzte Triibung, bei Pepsin aber nur die komplette Lésung 
in Betracht zu ziehen, so sahen wir bei obiger Tabelle, dab Pepsin bis 
zur 16fachen Verdiinnung wirksam war 

Bei einem hyperaziden Magensaft war Lipase bis 64-, Pepsin 
achtfach, bei einem anderen hyperaziden Magensaft Lipase 64-, Pepsin 
aber I16fach. Bei einem hypaziden Magensaft war Lipase in 500 
Pepsin in 64facher Verdiinnung wirksam. Unsere Untersuchungen 
bei 28 Magensaften zeigen, daB keine Parallele zwischen Aziditit 
Lipase und Pepsingehalt besteht. 

Wir méchten noch bemerken, daB zu obigen Untersuchungen die 
Monobutyrinlésung unbedingt in physiologischer NaCl gelist zu ver- 
wenden ist, da aus dem Gemisch von Caseinlésung und destillierter, 
wisseriger Monobutyrinlésung das Casein durch einen Tropfen n/10 Salz 
siure gefallt werden kann, aber durch den zweiten Tropfen wieder gelost 
wird; wahrend das Gemisch von Casein und Monobutyrin in physio- 
logischer NaCl-Lésung durch einen Tropfen Salzsaure triib und beim 
zweiten noch triiber wird. Reine Caseinlésung verhalt sich ebenso, 


aber |Leem wird nur durch 15 Tropfen HCl gelést. 


Wir glauben, ein bequem ausfiihrbares, fiir Massenanalyse geeignetes 


Verfahren angegeben zu haben. 








Zur Mikrobestimmung von Eiwei6 mit Hilfe der Zentrifuge. 


Von 
kK. Samson. 


(Aus der serologischen Abteilung der psychiatrischen Universitaétsklinik und 
Staatskrankenanstalt Hamburg-Friedrichsberg.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da sich die genauen Methoden der Waigung und N-Bestimmuny 
zur quantitativen Erfassung der EiweiBstoffe bei den zur Verfiigung 
stehenden Substanzen im Liquor cerebrospinalis nicht eignen, hat 
man schon friihzeitig begonnen, andere Hilfsmethoden heranzuziehen 
Uber einen groBen Teil dieser wird weiter unten zu berichten sein 
Da ihre Genauigkeit nie groBb genug war, hat Kafka im Jahre 1926 mit 
Erfolg versucht, die von Hamburger fiir die Mikromethodik empfohlen 
Zentrifugiermethode erncut zu iiberpriifen. Es ergaben sich seh: 
interessante Resultate. Diese wurden spiter in gemeinsamer Arbeit 
teils bestatigt, teils erweitert. Dabei galt es auch vor allem, die Methodik 
‘so zu gestalten, daB sie den héchsten Grad von Genauigkeit erreicht« 
bzw. zu iiberpriifen, wieweit diese Bestimmungsmethode der Kritik 
standhalt und welche Prinzipien beriicksichtigt werden miissen. Im 
folgenden sollen die theoretischen und praktischen Ergebnisse dieses 
Teiles unserer Arbeit auf diesem Gebiete mitgeteilt werden, da sie iiber 
den Rahmen der beabsichtigten Verwendung hinaus Bedeutung haben 

Eine ahnliche Methode hat schon Stryzowski friiher mit Erfolg 
fiir den Urin ausgearbeitet. Bei ihm finden sich schon alle wesentlichen 
Punkte angefiihrt, die auch wir spater als beachtenswert heraus 
gefunden haben. Wir selbst haben alle diese Erwigungen nicht nu 
aus Versuchen abgeleitet, sondern auch aus theoretischen physikalischen 
Uberlegungen. Diese sollen zunachst Beachtung finden. 

Bei der Zentrifugiermethode handelt es sich um gleichmaBig ver 
teilte. Partikelchen, welche durch eine gewisse Kraft (Zentrifugalkraft) 
zum Boden des Glaschen hin fortbewegt werden. Es besteht zweifellos 
eine gewisse Ahnlichkeit mit der gewo6hnlichen Senkung, etwa in Form 
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der Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkorperchen, nur daB bei 
dieser letzteren als treibende Kraft die Schwerkraft anzusehen ist, 
wahrend hier die Zentrifugalkraft am Werke ist 

Die GréBe der Kraft, mit der spharische Partikelehen von der 
Erde angezogen werden, wenn sie in einem Fliissigkeitsmilieu suspen- 
diert sind, ist 


4 
ar3(S —8,) 9, 


wobei r der Radius der Teilchen, S das spezifische Gewicht derselben, 
S, dasjenige der Flissigkeit und g die Schwerkraftskonstante ist 
Dieses Gesetz gilt zweifellos auch fiir das Zentrifugieren, wenn 
man statt der Kraft g die entsprechende Zentrifugalkraftgrobe einsetzt ; 
diese ist c?/R, wobei c die Winkelgeschwindigkeit der Zentrifuge und 
R deren Radius ist 
Der zuriickgelegte Weg ist dann fiir jedes Teilchen 


w = 1/, Kraft . Zeit? 


also 


wv = - ar®(S —8,) f?. 


Dieses Gesetz wiirde natiirlich nur gelten, wenn die Teilechen in 
ihrer Fortbewegung nicht gehindert werden. Es tritt jedoch ein Wider- 
stand auf, der durch die Fliissigkeit selbst hervorgerufen ist; nach 
Stokes ist dieser Widerstand 

6arvy, 


wobei r wieder der Radius der Teilchen, v deren Geschwindigkeit und 
u die Viskositat der Fliissigkeit ist. 

Weiterhin iibt aber auch ein Teilchen auf das andere eine hindernde 
Wirkung aus, und zwar eine desto gréBere, je gréBer ihre Anzah| ist 
Im Laufe des Zentrifugierens werden die Teilchen ja zu einer Saule 
vereinigt und hindern sich so gegenseitig an der Fortbewegung. Diese 
Saulenbildung tritt nun desto eher ein, je gréBer die Anzahl der Teilchen 
ist, oder in unserem Spezialfall je héher der EiweiBgehalt ist. Wahrend 
also anfanglich sich der fortbewegenden Kraft nur ein geringer Wider- 
stand entgegenstellt, wird dieser bald gréBer und gréBer, um allmahlich 
einen unendlich groBen Wert zu erreichen, wenn nimlich die Teilehen 
maximal komprimiert sind. 


Der Widerstand, der durch die Siulenbildung eintritt, wird am 
besten durch ein Diagramm aufgezeichnet, in dem die Abszisse die 
Zeit angibt, die Ordinate den Widerstand. Zuerst tritt rasch die Saulen- 
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bildung ein und der Widerstand wiichst rasch an. Nach begonne: 
Saulenbildung wachst er dann langsamer (Abb. 1, a). Ist die Teilehenza 
gréBer (Abb. 1, b). so findet die anfingliche Widerstandszunahme 
schneller statt. Nach einer gewissen Zeit wird also der Widerstan: 
um so gréBer seir, je gréBer die Eiweibausgangsmenge ist, d. h. ly 


aan 


Wderstanad 











Zet § 0 20)00O~*~é‘—‘«~SRSCT 
Abb. 1. 
Der Widerstand beim Zentrifugieren in Abhangigkcit von der Zeit 
a) Bei mittlerer Eiweiimenge. b) —-—-— Bei gréBerer Eiweiimenge 


hohem Eiweibgehalt wird sehr schnell ein hoher Widerstand eintreten 
und die Kompression eher hindern als bei geringem Eiweifgehalt 
Also werden hohe Eiweifwerte, wenn man nicht bis zur endgiiltigen 
maximalen Kompression zentrifugieren kann, relativ zu hohe Wert: 


geben. 
Die einzelnen Krafte sind dann also: 
1. treibende Kraft: 


4 os 
, mS Sip ®. 


2. Widerstand: a) 6arvy (durch die Fliissigkeit) ; 

b) Teilchenmenge, Zeit, c?/R (durch die Teilchen 
menge). 

Inwiefern miissen nun diese GesetzmaBigkeiten beriicksichtigt 
werden, um der Hauptbedingung bei dieser Art der Bestimmung gerecht 
zu werden ? 

Diese Hauptbedingung lautet: 

Am Ende des Zentrifugierens miissen proportionale EiweiBmengen 
auch proportional groBe Niederschlagsmengen geben. Also: verhalten 
sich die EiweiBmengen wie 1 : 2: 4, so miissen auch die Niederschlags- 
mengen im selben Verhiltnis stehen. 


Es leuchtet ein, da’, wenn man nur bis zur endgiiltigen maximalen 
Kompression zentrifugieren wiirde, man unbedingt diese Haupt 
bedingung erfiillen kénnte. Nun ist aber dieses beim Eiweif sehr 


m 
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Mikrobestimmung von Eiweib. 265 


«hwierig oder doch nur angenihert méglich, da man sonst mit den 
iiblichen Zentrifugen allzulange zentrifugieren miiBte. Es gilt also, alle 
Bedingungen mittels der obigen Ableitungen herauszuarbeiten, die ein 
erfolgreiches Anwenden der Zentrifuge auch ohne allzulange Zeitdauer 
gewahrleisten. 

Diese Bedingungen sind: 
\. aus Gleichung | abgeleitet: 

1. Der Radius der Teilchen mu gleich gro sein 

2. Das spezifische Gewicht der Teilchen und der Fliissigkeit 
muB konstant sein. 

3. Die Geschwindigkeit der Zentrifuge muB immer gleich sein 

4. Der Radius der Zentrifuge mu immer gleich sein. 

5. Die Zentrifugenzeit mu immer gleich sein. 

B. Aus Gleichung 2 abgeleitet: 

6. Die Viskositaét der Fliissigkeit mu konstant sein 

7. Die Temperatur muB sich in gewissen Grenzen halten, da 
sonst ein Teil der obigen Faktoren verindert wird. 
©. Aus Gleichung 3 abgeleitet: 

8. Beim Bau der Zentrifugenglaschen muB auf ein konstantes 
Verhaltnis von Héhe zu Breite des graduierten Teiles geachtet werden 
sonst tritt die Saulenbildung einmal friiher, einmal spater ein. 

9. Die zu bestimmenden Mengen haben eine gewisse Begrenzung 
nach oben, die herausgefunden werden muB und vor allem so gestaltet 
werden muB, daB der durch die EiweiBmenge hervorgerufene Widerstand 
nicht allzufriih eintritt. 

10. Sind proportionale Werte nicht zu erhalten, so muB man 
eventuell Kurven aufstellen, die Korrekturen vorzunehmen erlauben 


Zur Erfiillung der ersten Bedingung, die sich aus der ersten 
Gleichung ableitet und eine gleichmaBbige Teilchengrébe verlangt, ist 
die Art des fillenden Reagens und die gleichmaBige Verteilung der 
einzelnen Partikelchen erforderlich. 

Vor dem Zentrifugieren muB diese gleichmaBige Stoffverteilung 
immer vorhanden sein. Es muB also gefordert werden, dab vor dem 
Zentrifugieren, besonders wenn der Niederschlag zwecks vollstandiger 
Bildung laingere Zeit gestanden hat, er gut durchgemischt wird. Er 
ballt sich natiirlich im Laufe des Stehens zusammen. 


Weiterhin muB8 gefordert werden, daBb bis zum Zentrifugieren, vom 
Ansetzen an gerechnet, immer die gleiche Zeit verstreicht, da der 
Niederschlag sonst im Laufe der Zeit quillt und das Volumen gréber 
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wird'. Da die Fallung nach einer halben Stunde schon vollstandig js; 
und sich alsdann auch die besten Resultate ergeben haben, lassen wi; 
alle Niederschlaige immer diese Zeit stehen. Tabelle I unterricht+ 
iiber den Ausfall von einzelnen Proben gleicher Lésung nach vi 
schiedener Standzeit 


i 


Tabelle I. 


Vergleiche zwischen den Werten verschiedener Reagenzien bei verschiede 
langer Standzeit bis zum Zentrifugieren. 





40 Min. zentritugiert bei 3000 Touren nach 


'/, Std. Stehen 2 Std. Stehen 4 Std. Stehen 6 Std. Steher 


Esbach-Reagenz. 


| 1: 20 12,2 12.6 13,0 15.4 
Se 1: 40 6,0 6,2 6,3 7,5 
es J 1: 80 3,0 3,1 31 3,5 
1: 160 1,6 1,7 1,7 1,8 

25°, ige Trichloressigsaure. 
| 1: 20 8.9 9,2 10,2 13,6 
—— 1: 49 4.4 4.5 4,9 6,7 
ie | 1: 89 2.2 2.3 24 3.2 
1: 169 1,2 1,2 1.3 1.6 

Splegler Polacci-Reagenz. 

1: 20 9.0 8.0 7,2 7,2 
— 1: 49 4.5 4.0 3.5 3.5 
— | 1: 80 22 1,9 1,7 1,7 
1: 160 1,1 0.9 09 09 


Es wurde bei der Technik immer gleichmabig folgendermaben vor 
gegangen. In vier der noch spater zu beschreibenden Zentrifugenréhrchen 
(s. Abb. 2) kamen je 0,6 cem von Verdiinnungen eines beliebigen Serums 
von 1: 20, 1: 40, L: 80 und 1: 160. Die Mengen wurden erst im groBen 
hergestellt und dann unter allen Kautelen mit einer Pipette mit aus 
gezogener Spitze abgemessen. Hierzu kam das jeweilige Reagens 
und es wurde mit einem kleinen Glasstaébchen, welches bis auf den 
Boden des Zentrifugenglischens reichte, gut gemischt. Vor den 
Zentrifugieren wurde abermals mit dem Stabchen fiir eine gleich 
maBige Stoffverteilung gesorgt und dann sofort zentrifugiert 


Als Reagens kam in Betracht: 


l. Esbach-Reagens, bestehend aus 10 ¢ Pikrinséure und 20 g Citronen 
siure auf 1000 Aqua dest. 


2. 25° ige Trichloressigsaure. 


1 Mit Ausnahme des Spiegler-Polacci-Reagens, bei dessen Anwendung 
das Volumen kleiner wird. 
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3. Tsuchiya-Reagens, bestehend aus 15g Phosphorwolframsaure, 
cem konzentrierter Séure, 95 ccm absolutem Alkohol. 


4. Spiegler-Polacci-Reagens, bestehend aus | g Weinséure, 5 g Sublimat, 
Kochsalz, Aqua dest. zu 100, dazu 5cem Formalin (Schering) 


5. 20°. ige Sulfosalicylsaure. 


Es zeigte sich, dab mit allen Reagenzien sich leidlich verwert bare 
Resultate erzielen lassen. Jedoch sind die Sulfosalicylsiure und das 
\ egler- Polacci-Reagens weniger geeignet, da beide eine Teilchengribe 
haben, die sich sehr schlecht abzentrifugieren lat. Eine besonders 
gleichmaBige Verteilung weist das Lsbach-Reagens auf Es soll hier 
auf alle Falle nochmals, wie an anderer Stelle, betont werden, dab wir 
die immer wieder auftauchenden Bedenken betreffs dieser Fhiissigke:t 
nicht teilen kénnen. Sicherlich ist die einfache Senkungsmethode 
wie sie im Urin Anwendung findet, ungenau; aber ebenso sicher ist das 
Reagenz geeignet, EiweiB véllig zu fallen. Wie alle unsere Versuche 
gezeigt haben, ergeben sich mit ihm auch richtige Proportionalver 
hiltnisse. Im Vergleich der einzelnen Reagenzien |iBt sich zeigen 
daB nicht alle die gleiche Niederschlagshéhe geben. Jedoch ist das 
Verhaltnis untereinander immer gleich. So betragt die Niederschlags 
hohe der Trichloressigsiure unter unseren Bedingungen etwa 25° 
weniger als diejenige des Eshach-Reagens. Auch das Tsuchiya-Reagens 
steht in solch einem festen Verhaltnis zu den anderen Mitteln. Alles 
natiirlich unter den gleich noch zu erwahnenden Kautelen 

Die Bedingung | ist also erfillt bei den erwihnten Reagenzien 
bei Aufschiitteln vor dem Zentrifugieren und bei gleichmabiger Warte 
zeit zwischen Ansetzen und Beginn des Zentrifugierens 

Nach der zweiten Bedingung sollen das spezifische Gewicht det 
Fliissigkeit und der Teilchea konstant sein. Dasjenige der Teilcher 
ist bei gleichmaBigem Reagens immer konstant. Das spezifische Gewich: 
der Fliissigkeit wechselt natiirlich sehr. Darauf werden wohl auch 
in der Hauptsache die Verschiedenheiten der Volumina bei Verwendung 
der verschiedenen Mittel zuriickzufiihren sein. Je mehr nun das 
spezifische Gewicht der Fallungsfliissigkeit von demjenigen der Eiweil} 
lisung abweicht, desto gréBer wird die Differenz sein, die durch eine 
Vermehrung oder Verminderung des Reagens hervorgerufen wird 
Hieriiber unterrichtet die Tabelle I]. Hier sehen wir einen unbedingten 
Vorteil des Hsbach-Reagens gegeniiber den beiden tibrigen. Selbst 
bei Verdoppelung des Fallungsmittels wird das Niederschlagsvolumen 
bei Esbach nicht verindert, wahrend unter gleichen Bedingungen 
sich bei den beiden anderen Reagenzien bemerkenswerte Unterschiede 
zeigen. Man braucht also bei dem ersteren nicht mit so tibertriebener 
Sorgfalt zu arbeiten, wie bei den beiden letzteren. Die entsprechenden 
spezifischen Gewichte fiigen wir in der Tabelle II bei 
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Tabelle 11. Vergleich der Resultate verschiedener Reagenzien }. 
Anwendung verschieden groBber Mengen derselben. 





Reagenz EsbachsReagenz Trichloressigsaure TsuchiyasReagenz 

Reag. / EiweiBlésung 03/06 0,6 0,6 0,3 06 0.6/0.6 0,3 0,6 0,6 
1: 20 8.3 8.4 6.4 5,0 18,0 14.5 
— 1: 40 4.1 4,2 3,2 2.5 9,1 7,2 
-] i ry) - = 
| 1: 80 21 2,1 1,6 1,3 4.5 37 
1: 160 1,1 1,0 0,8 0,6 2,1 1s 


Zentrifugiert bei 3000 Touren wahrend 40 Minuten. 


Spezifische Gewichte. 
Esbach-Reagens: 1018 
0,3 Essbach + 0,6 Kochsalzlésung....... . 1014 
0,6 ms + 0,6 a eee ee 
Trichloressigsaure: 1130 
0,3 Trichloressigsiure + 0,6 Kochsalzlésung. . . . 1053 


0,6 %9 + 0,6 9s oe os) oe 


Tsuchi ya-Reagens: 0851 


0,3 Tsuchiya + 0,6 Kochsalzlésung ..... . . 0976 
0,6 a t+ 0.6 - ee 


Bedingung 3 und 4 sind ganz selbstverstindlich, da ja nicht bis 
zur endgiiliigen Konstanz zentrifugiert wird. Man benutzt immer dix 
gleiche Zentrifuge. Was die Geschwindigkeit anbelangt, so haben wir 
3000 Touren fiir die mindeste gehalten. Uber die Verschiedenheit de 
Zentrifugen und die Tourenzahl unterrichtet die Tabelle III. 


Tabelle III. EinfluB der Unterschiede in den Zentrifugen auf das Resultat 





40 ) Mia. sentrifugiert bei 


1000 Touren 2000 ‘Touren ‘ 3000 Touren 


a) Zentrifuge I bei verschiedener Tourenzabl. 


| 1: 20 Unregelmabig * Unregelmabig * 13,0 
Ronis Eee 40 > ° 9,0 6.4 
. | 1: 80 5,0 45 3,2 

1: 160 2.8 2,2 1,6 





Alle ca. 3000 Touren, aber verschiedenen Radius 


—— Bemerkung 
I Il Il 
b) Drei verschiedene Zentrifugen. 
1: 20 11,8 13,0 14.6 , 
ome | 5.9 6.5 70 A 
en | 1: 80 3,0 3,2 3.5 —— 
1: 160 1,5 1,6 1,8 — 


* Infolge der geringen Tourenzah! und hohen Eiweifimenge setzte sich der Niederschlag 
i Saule ab, sondern blieb am verjiingten Teil des Réhrchens hingen 


nicht in z d 














Mikrobestimmung von Eiweid. 269 


Es besteht von 2000 Touren ab eine leidliche Ubereinstimmung 
der Werte untereinander, wahrend bei tieferen Tourenzahlen nicht so 
gute Resultate erhalten werden. In der Hauptsache sind bei tieferen 
Tourenzahlen die kleinen Werte relativ zu hoch, wihrend bei den 
hoheren Tourenzahlen bei Uberschreiten einer oberen Grenze (s. unten) 
die oberen Werte zu hoch werden, was aber auch bei den niederen 
Geschwindigkeiten der Fall ist. Es wirken da die einzelnen Faktoren 
nicht alle gleichmaéBig in einer Richtung. 

Die meisten Unstimmigkeiten kann man durch die Zentrifugierzeit 
ausgleichen. Diese muB natiirlich auch absolut gleichmabig sein. Wir 
benutzen entweder dazu Zeituhren mit Klingelzeichen oder auch in 
Verbindung mit der Zentrifuge, so daB diese automatisch nach einer 
angegebenen Zeit ausgeschaltet wird. Mit 3000 Touren haben wir bei 
40 Minuten sehr gute Resultate erhalten (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


EinfluB der verschieden langen Zentrifugenzeit (zugleich Eichungstabelle). 





Es wurde bei 3000 Touren zentrifugiert fur die Zeit von 


10 Min. 20 Min. W Min 40 Min 

| 1: 20 23,0 16.9 14.1 12.3 

Ge 1: 40 10,4 8.3 7,1 6.2 
— | 1: 80 4.6 4,1 3.6 3.1 
1: 160 2.2 2.0 1,8 1,6 


Eshach-Reagens: 0.3cem zu 0.6cem Eiweiblésung. 


Was fiir das spezifische Gewicht gilt, mu8 natiirlich in gleicher 
Weise auch fiir die Viskositat Geltung haben. Auch hier wird durch 
Esbach-Reagens (bei Verdopplung auf die gleiche Weise wie oben ge- 
priift) (s. Tabelle II) kein Unterschied hervorgerufen. 

Da einzelne obiger Faktoren von der Temperatur abhiangig sind, 
so muB auch diese gleichmaBbig gestaltet werden. Wie Strzyzowski 
haben auch wir einen Temperaturfaktor gefunden, und zwar von |” 
fir 19°C. Strzyzowski fand 10°, fiir 1°; die erhebliche Abweichung 
ist wohl auf die verinderten Bedingungen zuriickzufiihren. Im all. 
gemeinen macht man keinen erheblichen Fehler, wenn man diesen 
Temperaturfaktor auBer acht laBt, zumal ja die Raume ziemlich ein- 
heitlich temperiert sind. 

Als achte Bedingung fiihren wir den gleichmibigen Bau der 
Zentrifugenrébrehen an. Da niimlich die oben beschriebene Saulen- 
bildung natiirlich eher eintritt, wenn die Lange eines Réhrehens im 
Verhaltnis zu seiner Breite bei sonst gleichen Bedingungen geringer 
ist, so muB bei allen Réhrehen dieses Verhaltnis gleichmabig gestaltet 
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werden. Die von uns benutzten Réhren sind in Abb. 2 dargeste|| 
Das Rohrechen besteht aus einem breiteren oberen Teil, welcher nic} 
graduiert ist und ungefahr 2 ccm faBt. Durch eine allmahliche \V 
jiingung ist ein graduiertes diinneres Teilchen angesetzt. Dieses my 
bei allen Réhrehen von leidlich gleichen Dimensionen sein. Wir 
wahlten eine Lange des graduierten Teiles von 4 + 0,2 cm und teilten 
diese in 40 Teile, so daB jeder Teilstrich ein Volume: 
von 0,002cem hatte, der ganze graduierte Teil als 
einen Inhalt von 0.08 cem. Die obige Fehlergreny: 
von 0.2cm macht noch keinen nennenswert: 


= ] 


Unterschied zwischen den einzelnen Bestimmungen ' 

Was nun die neunte und zehnte Bedinguny 
betrifft, so haben wir exakte Berechnungen nicht 
ausgefiihrt, wie groB8 im einzelnen der Widerstand 








durch Saulenbildung bei den verschiedenen Eiweil; 
mengen ist. Vielmehr wurde diese Frage durch 
den Versuch geklart. Wir ersehen die obere Be 
grenzung der zu bestimmenden Eiweifmenge aus 
der Tabelle LV und finden, daB durchschnittlich noch 
Abb. 2 bis zu 15 Teilstrichen mit einer leidlichen Propor 
Zentrifugenrohrchen = tionalitit gerechnet werden kann (bei Verwendung 
£ Le 
(neues Modell). gts 
Gesamtlinge 9,5cm. VON Hsbach-Reagens und den anderen oben et 
_Lange des geeichten wihnten Kautelen). 

Teiles 4cm. Inhalt des a e , ; 

geeichten Teiles 0,08 ccm. Sind héhere Mengen in der zu_ bestimmenden 


Jeder Teilstrich os - . . . P ieselhe Hs , 
soe cma Lésung vorhanden, so kann man dieselbe Lésung 














in einem irgendwie passend verdiinnten Verhaltnis 
erneut ansetzen, oder aber sich Korrektionstabellen anlegen. Wir 
wollen dieses Verfahren erst im Anschlu8 an die Anwendung der 
Methode im Liquor cerebrospinalis beschreiben. 

Wie uns an anderer Stelle veréffentlichte Untersuchungen gezeigt 
haben, gelingt es auch, durch Hitze unter obigen Bedingungen gefilltes 
EiweiS zur Bestimmung zu bringen. In dieser Weise arbeitet unsere 
Fibrinogenbestimmungsmethode (5). 

Im Liquor wurde die Methode zur getrennten Bestimmung von 
Globulin und Albumin benutzt. Hierbei werden zuerst die Globuline 
mit Ammoniumsulfat isoliert und dann nach Wiederlésung mit dem 
Esbach-Reagens zur endgiiltigen Bestimmung gebracht. Diese Um- 
fillung mit Lésung des Ammoniumsulfatniederschlags ist unbedingt 
nétig, da sich der Ammoniumsulfatniederschlag nicht zu einer geniigend 
genauen quantitativen Methode eignet. Eine Anzahl Faktoren be- 


1 Die Réhrcken liefert die Firma Paul Martini G. m. b. H., Hamburg, 
Hohe Bleichen 5/7. 
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wirken ein sehr groBes Volumen des Ammoniumsulfatniederschlags 
md ein etwas ungleiches Absinken (hohes spezifisches Gewicht des 
Milieu, Wasserbincdung der Teilchen), in einem zweiten Réhrchen wird 
mit Hsbach-Reagens das Gesamteiwei} durch Zentrifugieren bestimmt 
Abzug der Globuline von dem Gesamteiweibwert ergibt den Albumin- 
wert. 

Die Methode gestaltet sich genau folgendermaben 


In zwei der oben beschriebenen Zentrifugenréhrehen (Abb. 2) werden 
mit fein ausgezogener Pipette je 0,6 ccm Liquor sehr genau eingefiihrt, und 
»war so, daB die Pipette senkrecht gehalten wird und mit der duBersten 
Spitze bis zuletzt in die Fliissigkeit eintaucht. Man soll den Liquor also 
nicht am Rande des Glischens herunterlaufen lassen. Alle Pipetten miissen, 
nachdem die Fliissigkeit in ihnen aufgesogen ist, sorgfaltig auBben abgewischt 
werden, um einen Fehler durch die auBen an der Pipette haftende Fliissig 
keitsmenge zu vermeiden. Zu dem ersten Réhrchen, in dem sich 0,6 cem 
Liquor befinden, werden 0,3 cem Esbach-Reagens hinzugesetzt. Zu dem 
zweiten Réhrehen mit ebenfalls 0,6 cem Liquor werden 0,6ccm gesiattigter 
{\mmoniumsulfatlésung hinzugesetzt. 

In beiden Réhrehen wird das Liquor-Reagenzgemisch mit einer Knopt 
sonde, die bis auf den Boden des Zentrifugenréhrchens reicht, gut durch 
gemischt. Das Réhrchen mit der Esbach-Lésung bleibt nun genau eine 
halbe Stunde stehen, wird dann abermals mit der Sonde umgeriihrt, so dab 
sich der Niederschlag gleichmaéBig verteilt, und dann mit einer guten Zentri- 
fuge bei mindestens 3000 Touren Umdrehungen pro Minute genau 40 Minuten 
zentrifugiert. Es mu immer dieselbe Zentrifuge bei genau derselben Zeit 
benutzt werden. Der mit einer Lupe oder mit der besonders fiir diese Zwecke 
ausgefiihrten Apparatur abgeiesene Wert wird in Teilstrichen des Réhrchens 
notiert, wobei die Zehntelteilstriche gut geschatzt werden kénnen. Der 
erhaltene Wert gibt die relative Zah! des Gesamteiweibes an (I. Zah!). 

Das zweite Réhrchen mit dem Liquor-Ammoniumsulfatgemisch wird 
nach 2 Stunden gleichfalls sorgfaltig wieder umgeriihrt und mit derselben 
Zentrifuge fiir die Dauer von genau 20 Minuten zentrifugiert. Der Wert 
wird in gleicher Weise abgelesen und notiert. Er ergibt die sogenannte 
Il. Zahl. 

Nunmehr wird mit einer fein ausgezogenen Pipette, die an eine Wasser- 
strahlpumpe angeschlossen ist, die tiberstehende Fliissigkeit bis nahe an 
den Niederschlag heran abgesogen. Dies gelingt immer vollstaéndig und 
leicht ohne Substanzverluste. Der im ersten Réhrchen verbliebene Nieder- 
schlag wird mit 0,6 cem destilliertem Wasser versetzt und in diesem mittels 
der Knopfsonde gelést. Zu dieser Lésung, die die Globuline des Liquors 
enthalt, wird 0,3 cem Esbach-Reagens hinzugesetzt und dann gut mit der 
Knopfsonde durchgefiihrt. Das Réhrehen bleibt genau eine halbe Stunde 
stehen, der Niederschlag wird wieder gleichmaéBig mit der Knopfsonde 
verteilt, wie oben beschrieben, und in derselben Zentrifuge bei 3000 Um- 
drehungen 40 Minuten lang zentrifugiert. Der erhaltene Wert wird 
notiert. Er ergibt die GréBe der Globuline. 


Zieht man diesen Wert von dem Wert des Gesamteiweibes (1. Zah!) 
ab, so erhalt man den Wert fiir die Albumine. 

Der Wert der Ammoniumsulfatfaillung ist héher als derjenige der 
endgiiltigen Globulinfallung, was zum Teil auf der verschiedenen Wasser- 
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bindung der Globuline beruht. Dividiert man den Ammoniumsulfatw 
durch den Globulinwert, so erhalt man eine relative Zahl fiir die Gré\y 
dieses Wasserbindungsvermégens, die wir ,,H ydratationskoeffizienten* 
nannt haben. 

Dividiert man die Globulinzahl durch die Albuminzahl, so er 
man den HiweiBquotienten. Normale Werte sind: 


Gesamteiweib 0,9 bis 1,2 Teilstriche | Hydratationskoeffizient 
Ll. Zahl 0,3 bis 0,5 “ | etwa 1,5 


Globuline 0,2 bis 0,3 eo EiweiBquotient 
Albumine 0,7 bis 1,0 ‘a etwa 0,25 


Es ist jedoch wegen der leichten relativen Schwankungen in der GréBe 
ordnung von Zentrifuge zu Zentrifuge ratsam, sich selbst von den Norma 
zahlen vor Beginn der Untersuchung pathologischer Fille zu orientieren 

In den meisten Fallen erhdilt man im Vorversuch (s. oben, Tabelle I\ 
gut stimmende Werte und sieht zugleich, bis zu welcher Grenze die Met hoc 
gute Werte gibt. 


Bei einzelnen Zentrifugen sind nicht so gut tibereinstimmend 


Werte zu erhalten; dann wendet man folgendes Verfahren an. 


Es wird genau wie oben beschrieben abgemessen und auch wierd 
40 Minuten zentrifugiert. Dann wird abgelesen und alle Resultate in ei 
Kurvenschema, wie unten gezeigt (Abb. 3), aufgezeichnet. Man kann dann 
leicht aus der Kurve die prozentuale Erhéhung bei den groBen Werte: 
errechnen und in Abzug bringen. In untenstehendem Falle (Abb. 3) ist 
z. B. folgende Rechnung vorzunehmen: 





Serumverdiinnung : 


Teilstrichzahl (gefunden) . 
is (errechnet mit der 
Grundlage 1 : 169 1,8) 


Erhohung in %: 


Serumveraunmung 
Abb. 3. 


Korrektionstabelle fiir eine bestimmte Zentrifuge bei Verwendung zur Liquordiagnostik. 


Nimmt man also in unserem Falle als Grundlage der Berechnung der 
Teilstrichwert von der Verdiinnung 1: 160, der 1,8 ist, so kann man leicht 








nae 
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echnen, wieviel die hohen Werte zu hoch sind. Eine Interpolation 
vi schen diesen Werten ist ebenfalls leicht méglich, etwa wie folgt: 


Dei 3.6 Teiletriohe2 . . 2 eo eo ss 0 © Abzug 

4 - oe ae oa ee on oe 
5 o” 2 
6 ° 4 
7 B 6 ° 
7,7 6.5 

F 8 6.5 
9 7% 
10 - Pat. ae ek Ca eee 
1! os Cone eS “eo dio a Be 
12 = ia wee es OS 
13 - 2 Se ab om ee Oo ahs: ee 
14 ” ew Cee er «ee “oe 
15 7 ee eee Te | ong 
16 ite Et ig eal eeu ee ee oe 
16.8 9 ia aie wawodg eee “as 


Man wird in der Rechnung finden, daB selbst bei Annahme dieser 
geraden Proportion kein nennenswerter Fehler entsteht. Ganz genau 
kann man die Rechnung gestalten, wenn man, wie in der Abbildung ge- 
schehen, die entsprechende gekriimmte Kurve auszeichnet, woraus man 
die tatsachliche Erhéhung direkt ablesen kann. 

Selbstverstandlich kann der Wert eines einzelnen Teilstriches 
durch eine parallele Makrokjeldahlbestimmung oder Wagung absolut 
bestimmt werden, was aber fiir die meisten klinischen Zwecke nicht 
notig ist 
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Neue kolorimetrische Mikromethode 
zur Bestimmung des Chlorions in organischen Fliissigkeiten, 


Von 
Ricardo Calatroni und Emilio Tschopp. 


(Universidad Nacional del Litoral.-Facultad de Medicina, Rosario, Arg: 
tinien.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1929.) 


Die quantitative Bestimmung der Ionen in Organ- und Gewebs 
fliissigkeiten hat in der letzten Zeit infolge der physikalisch-chemische: 
Orientierung der biologischen Forschung und auf Grund der auber 
ordentlichen Entwicklung der Zellenbiologie groBe Bedeutung erlangt 
Unter den Ionen hat das verbreitete Chlorion beziiglich seiner Rolle 
seiner Beziehung zu anderen lIonen, seiner Konzentration, Diffusion usw 
AnlaB zu vielen Untersuchungen gegeben. 

Die Methoden, die zur Bestimmung benutzt werden, sind in der Mel 
zahl Anpassungen oder unbedeutende Modifikationen der urspriingliche: 
Volhardschen Methode. Als Beispiel erwaihnen wir die von Bang (1), Austin 
und van Slyke (2), van Slyke und Donleavy (3), Whitehorn (4) Ernst 
Tschopp (8) usw. AuBerdem kennt man noch einige nephelometrische wit 
diejenige von Heidlberg (5) und kolorimetrische Methoden, wie diejenigen 
von Jsaacs (6) und von Shunichi Yoshimatsu (7). Die letzteren griinden 
sich auf die Farbung des léslichen Chromats, welches beim Behandeln voi 
Chloridlésungen mit Silbernitrat entsteht. 


In der vorliegenden Arbeit schlagen wir eine neue kolorimetrische 
Mikromethode zur Bestimmung des Chlorions vor, die sich besonders 
fiir Bestimmungen in Gesamtblut, Blutserum, Riickenmarkfliissigkeit 
und tiberhaupt in organischen Fliissigkeiten eignet. 


Prinzip der Methode. 


Die vorgeschlagene Methode beruht auf folgendem Prinzip: Die ent 
eiweiBte organische Flissigkeit wird hei mit einem UberschuB titrierte 
Silbernitratlésung behandelt ; man trennt das gebildete unlésliche Chlorid 
vermittelst Zentrifugieren und behandelt einen aliquoten Teil der 
iiberstehenden Fliissigkeit, die den Uberschu8 der titrierten Lésung 
enthalt, mit Gelatine als Schutzkolloid und mit geniigend Schwefel- 


wasserstoffwasser. 





ten, 
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Das durch diese Technik entstandene Silbersulfid besteht aus sehr 
kleinen Kolloidteilchen und eignet sich sehr gut zur kolorimetrischen 
Bestimmung. 

Erforderliche Lisungen. 


10°. ige Natriumwolframatlésung, 


2. #/,n H,SO,-Lésung, 

3. 4 /o99n Silbernitratlésung (0,8494 g pro Mille). 
4. Schwefelwasserst offwasser. 

" 


\, %ige Gelatinelésung (frei von Cl). 


~ 


Die beiden letzteren Lésungen miissen periodisch erneuert werden. 


EnteiweiBung des Blutserums. 

Zu diesem Zwecke priiften wir, auch bei erhéhten Temperaturen, 
verschiedene EnteiweiBungsmittel, darunter Salpetersiure, Trichlor- 
essigsdure, eine Kombination von beiden und das EnteiweiBungsmittel 
von Folin und Wu. 

Nach einer Anzahl von Versuchen wihlten wir die Fillungs 
methode von Folin und Wu, weil sie unter anderem den groben 
Vorzug bietet, einfach, schnell und sicher zu sein. und auferdem 
ausgedehnte Anwendung im Laboratorium findet. Unter den von 
uns vorgeschlagenen Bedingungen haben wir die besten Resultate 
erzielt. Wir haben die Méglichkeit eines Eingreifens des Schwefel- 
wasserstoffs in die Reaktion gepriift und stellten dabei fest, dab 
keine Reaktion stattfindet, die auf das Endresultat einen Einflub 
haben kénnte. 


Silbernitratlisung und Schwefelwasserstoffwasser. 

Die Titrierlésung haben wir nach zwei Gesichtspunkten hin gepriift: 
der Konzentration und des geeigneten Moments der Zugabe der Lésung 
zur untersuchenden Flissigkeit. Als Ergebnis unserer Untersuchung 
empfehlen wir die Anwendung von n/200 Silbernitrat. 

Das Schwefelwasserstoffwasser bereitet man durch Sattigen von 
Eiswasser mit Schwefelwasserstoff; dieses wascht man vorher in zwei 
mit H,O beschickten Waschflaschen, die zwischen die Lésung und den 
Entwicklungsapparat vorgelegt sind. 


Ausfihrung der Bestimmung. 


In ein Reagenzglas gibt man 1 cem des zu untersuchenden Blut- 
serums, 8ccm destillierten Wassers, |, com 10° .,iger Natriumwolframat- 
lésung und nach gutem Mischen '/, ccm #/;n H,SO,. Alsdann wird 
einige Male kriftig umgeschiittelt. Nach 15 Minuten Stehen wird 
filtriert. Das Filtrat mu vollstandig klar sein. Wir benennen dieses 
Filtrat: Fliissigkeit A. 


18* 
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Behandlung der Fliissigkeit A. 


In ein Kélbchen von 50cem Inhalt bringt man 10 cem n 206) 
Ag NO,-Lésung, 0,leem konzentrierte HNO, und 2ccm Fliissigkeit A 
Das Kélbchen wird nun so lange auf dem siedenden H,O-Bad unte: 
hiufigem Umriihren erwirmt, bis sich ein Niederschlag gebildet hat 
und die tiberstehende Fliissigkeit klar erscheint. Dies tritt gewohnlic! 
schon nach 5 Minuten ein. Die Reaktion kann auch bei Zimme« 
temperatur ausgefiihrt werden, indem man das Reaktionsgemisch nach 
kraftigem Schiitteln eine halbe Stunde stehen 1aBt. 

Das vom Wasserbad weggenommene Kélbchen wird 20 Minuten 
stehengelassen; und der Kolbeninhalt alsdann klar filtriert oder 
zentrifugiert. 

Man bringt nun in einen 10 cem fassenden MaBzylinder 8 cem der 
erhaltenen klaren Fliissigkeit, fiigt erst Leem '.°,iger Gelatine 
losung hinzu, mischt, und gibt alsdann 1 cem H,S-Wasser hinzu 
Darauf wird sorgfiltig vermischt und nach 5 Minuten Stehen kolori 
metrisch verglichen, indem man eine AgNO,-Lésung als Vergleichs 
lésung gebraucht, die auf dieselbe Weise und gleichzeitig mit der Ver 
suchslésung hergestellt wurde, und die man wie folgt bereitet: 5 ccm 
n/200 AgNO,-Lésung, 3ccm destilliertes Wasser, lecm !.°,ige 
Gelatinelésung und 1 ccm H,S-Wasser. Beide Lésungen sind, was 
Klarheit und Farbenintensitat anbetrifft, wahrend mehrerer Stunden 
bestandig, Beobachtungen, die nach Verlauf von 24 Stunden aus 
gefiihrt wurden, zeigten nur unbedeutende Abweichungen der Ab 
lesungen. 

Berechnung. 


Aus dem angewandten aliquoten Teile berechnet man zuerst den 
Uberschu8 an AgNO,, der von der Gesamtmenge abgezogen wird, um 
daraus cie an das Chlorion des Serums gebundene Ag NO,-Menge zu 
erhalten. Zum Schlu8 wird aus den Aquivalentverhiltnissen die ent- 
sprechende Menge NaCl pro Mille berechnet. 

Durch Vereinfachung und Berechnung des Faktors der konstanten 
Werte gelangt man zu folgender Formel: 


Ar :' 
|x aa (=P). Faktor —= Gramm NaCl pro Mille, 


wobei: 
= angewandte Menge AgNO, (8,494 mg), 
- Stand der Vergleichslésung (20 mm), 
Stand der Versuchslésung, 
: Menge AgNO, der Vergleichslisung (4,247 mg), 


Verdiinnung der Versuchslésung (1,51). 
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Kolorimetrische Mikromethode zur Bestinummung des Chlorions. 


Beispiel: Abgelesener Stand der Versuchslisung betragt 26 mm, 
araus folgt: 
9° AT ~ 
| s.4os - — = )]-1.72 = 6,12 g NaCl pro Mille. 

Um die Genauigkeit der vorgeschlagenen Methode zu_priifen, 
haben wir eine Anzahl Versuche ausgefiihrt: 

1. Vergleichende Bestimmungen des Chlorions mit Hilfe der vor- 
geschlagenen Methode und der von van Slyke und Donleavy Die 
Resultate stimmen mit Schwankungen von +- 0,5 bis 1.5°,, tiberein 

2. Zu einem Serum, dessen Chlorgehalt vorher genau bestimmt 
wurde, fiigten wir wechselnde Mengen KCl hinzu und fanden, dab die 


Fehlergrenze innerhalb 2°,, liegt. 


Vergleichsanalysen. 


(NaCl °/9, in mg.) 





Methode 


Serum a Sa Vorgeschlagene Differenz 
Ne “nonleary —s Methods el 
1 6,10 6,05 0.82 
2 6.15 6,18 + 0.48 
3 5,92 5.83 1,30 
4 587 5.938 1.00 
5 5.64 5,69 + 0,90 
6 6.16 6,18 - 0.30 
7 6,00 5,92 1,30 
8 5.73 5,77 L- 0.60 
y 6.18 6,16 0,30 
10 6.02 5,93 1,40 
Beleganalysen. 


Zu einem Blutserum, dessen Chlorgehalt vorher genau _ bestimmt 
wurde, haben wir zunehmende Mengen reines und trockenes KC] hinzu- 
vefiigt und fiihrten die Bestimmungen aus. Sie erfolgten derart, dali wir 
passende Mengen titrierter AgNO,-Lésung hinzugaben, um stets einen 
Uberschu8 im Filtrat zu sichern. 


Erhaltene Resultate. 





Konzentration des Chlorions 3.73 mg-°*/ oo. 

Bestimmung mg des Gefundene Differenz 
Nr. zugegebenen Cl Menge 

1 1,24 4,92 1,00 

2 1,50 5,16 1,30 

3 1,86 5,63 + 0.70 

4 2,15 5,97 + 1.59 

5 2,38 6,05 0,97 

6 2.82 6,62 t- 1.00 

7 2,91 6,70 +- 0,90 

8 2.98 6.84 + 1,90 
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Zusammenfassung. 
1. Wir schlagen eine neue kolorimetrische Mikromethode zur 
Bestimmung des Chlorions vor, die auf der Stabilisierung einer Ag,S 


Lésung beruht. 
2. Die erforderliche Handhabung ist einfach und die erhalten 


Farbung ist sehr stabil. 
90 


3. Die Fehlergrenzen der Bestimmungen liegen innerhalb 2 
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Versuche iiber die Wirkung von kolloidalem Calciumfluorid 
und Mercurochlorid auf Aspergillus niger. 


Von 
E. Wedekind und E. Bruch. 


{us dem Chemischen Institut der Forstlichen Hochschule Hannoversch 
Miindea.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1929.) 


Gelegentlich der Durcharbeitung eines Verfahrens zur Gewinnung 
von praktisch wasserunlislichen Metalloxyden und Metallsalzen in 
kolloidalem Zustande nach der Kondensationsmethode — in Gegenwart 
eines Schutzkolloids — gelangten wir unter anderen in den Besitz von 
reversiblen Calciumfluorid- und Mercurochloridpraparaten. Nun ist 
bei Natriumfluorid und Sublimat, die sich beide in Wasser unter 
elektrolytischer Dissoziation lésen und wegen ihrer fungiziden Eigen- 
schaften bekanntl ch in der Konservierungspraxis Verwendung finden, 
die antiseptische Wirkung an den Fluor- bzw. Quecksilberbestandteil 
gebunden. Es erschien daher von Interesse, festzustellen, ob Calcium. 
fluorid urd Mercurochlorid, die ebenfalls die genannten wirksamen 
Bestandteile enthalten, sich aber in Wasser nur minimal echt lésen 
etwa in kolloidaler Lésung eine gleiche Wirkung aufweisen wiirden! 
Dabei wiirden sich gleichzeitig Anhaltspunkte dafiir ergeben, ob fiir 
die Giftwirkung der in Frage kommenden Verbindungen elektrolytische 
Dissoziation Vorbedingung ist oder nicht. Fiir eine soleche Untersuchung 
erschien Aspergillus niger wegen seines schnellen Wachstums und seiner 
iuBeren Eigenschaften (weiBes Mycel, schwarze Sporen) besonders 
geeignet. Bei unseren rein orientierenden Versuchen verzichteten wir 


1 Bei etwaigem positiven Ausfall derartiger Versuche ware die Méglich 
keit gegeben, die Wirkung von Quecksilber- und Fluorsalz durch Mischung 
zu kombinieren; fiir die Verwendung von echt geléstem Natriumfluorid und 
Mercurichlorid kam ein solches Verfahren nicht in Betracht, weil das im 
Gleichgewicht gebildete Mercurifluorid sofort hydrolytisch unter Ab- 
scheidung von Quecksilberoxyd zerlegt wird. 
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von vornherein auf eine derartige Genauigkeit, wie sie z. B. von EF. |i 
Schmidt' fiir die ,,Bewertung der Fungiziditat eines Stoffes‘* verla 
wird, sondern begniigten uns mit folgendem Verfahren: 

50 ccm einer mineralischen Nahrlésung (vgl. Versuchsprotok 
wurden in Erlenmeyerkolben von etwa 350 cem wirklichem Fassunygs 
vermégen gegeben und nach Zusatz der auf schidigende Wirkung 2 
priifenden Lésung sterilisiert. Am nichsten Tage wurde mit je 3 bis 
4 Tropfen einer wasserigen Sporenaufschwemmung von Aspergillus 
niger geimpft. Dann standen die Nahrlésungen, vom vorhergehende 
Tage ab gerechnet, 14 Tage im Brutzimmer bei 28°. Darauf beo! 
achtete man die eingetretene Entwicklung und bestimmte das Trocken 
gewicht der Kulturen®. 

Dabei ergab sich folgendes: 

1. Caleiumfluorid und Mercurochlorid besitzen in kolloidale: 
Lésung fungizide Wirkung, die sich sowohl durch Hemmung wie durc! 
Unterbindung des Wachstums bemerkbar macht; Mercurochlorid 
wirkt starker als Calciumfluorid. 

2. Besonders bei der CaF,-Lésung war mit steigender Konzen 
tration des Calciumfluorids eine Steigerung der Wirkung gut fest 
zustellen; doch war dieselbe nicht der Konzentration proportiona| 

3. Das Schutzkolloid, fiir sich allein der Nahrlésung zugesetzt 
wirkt nicht schadigend. 

4. Bei Zusatz einer Lisung, die Calciumfluorid und Mercurochlorid 
im Verhaltnis 1: 1 enthielt, war die Wirkung dieselbe, als ob Mercuro 
chlorid allein angewandt worden ware. Die Wirksamkeit des in gleicher 
Konzentration vorhandenen Calciumfluorids kommt faktisch nicht in 
Betracht. 

5. Beriicksichtigt man bei dem benutzten Calciumfluoridpraparat 
lediglich den Gehalt an CaF, (etwa 50°.) und vergleicht die jeweils 
durch echt geléstes Natriumfluorid und kolloid geléstes Caleiumfluorid 
bewirkte ,,prozentuelle Schadigung*. so erhalt man folgendes Bild 

: ; 100 (7,, — T 
Prozentuelle Schaidigung — ( T ’. 
n 


T,, = Trockengewicht der normalen Kultur, 
T, = Trockengewicht der geschadigten Kultur. 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 67, 1925. 

2? Herrn Professor Dr. Rippel, der die Ausfiihrung dieser Versuche in 
Institut fiir Landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitat Gdéttingen 
gestattete, méchten wir fiir sein freundliches Entgegenkommen auch hie! 
bestens danken. 
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iat Konzentration ps en Zusate Konzentration [> 
Nak Ca Fy 0.002 46.4 
0.004 68.2 0,005 59.8 
0,010 64.4 0.009 463 
OLS 64.5 
0,018 77,8 0,017 65,6 
0,026 81.5 
0,033 $4.1 





Der Vergleich zwischen der Wirksamkeit der Natriumfluorid- 
und der Calciumfluoridlésung zeigt also, daB bei entsprechenden Kon- 
zentrationen die fungizide Wirkung des Calciumfluorids etwas geringet 
ist. Ein entsprechender Vergleich zwischen Mercurochlorid und Mercuri- 
chlorid unterblieb, da bei der angewandten Mindestkonzentration von 
0,002°,, Sublimat jegliches Wachstum ausblieb. 


Aus diesen Beobachtungen ging indessen nicht hervor, ob der 
kolloid geléste (d. h. nicht dissoziierte) Anteil der benutzten schwer 
léslichen Salze allein oder iiberwiegend fiir die hervorgerufenen Schadi- 
gungen verantwortlich zu machen sei. Auf Grund einer Untersuchung 
von O.v. Plotho iiber den ,,EinfluB kolloidaler Metallésungen auf 
niedere Organismen und seine Ursachen‘‘! war auch denkbar, dab 
lediglich die im Gleichgewicht mit nicht dissoziierten Salzmolekiilen 
befindlichen wirksamen Ionen trotz der sehr geringen Konzentration® 
die Wachstumshemmungen bedingt hatten. Deswegen wurden Kontroll- 
versuche in der Weise angesetzt, daB man fein zerriebenes Calcium. 
fluorid oder Mercurochlorid als Bodenkérper zur Nahrlésung gab. Es 
zeigte sich, da unter diesen Umstiinden bei den mit Merecurochlorid 
versetzten Niahrlésungen das Wachstum vollkommen  unterblieb, 
wihrend auf Zusatz von festem Calciumfluorid nahezu die gleiche 
prozentueile Schidigung beobachtet wurde wie bei der Verwendung 
des kolloid gelisten Praparates (59,8°,). Das Ergebnis ist also, 
dap die bewirkten Wachstumshemmungen lediglich auf den sionisierten 
Anteil des Mercurochlorids bzw. des Calciumfluorids zuriickzufiihren 


sind. 


1 Diese Zeitschr. 110, 1 bis 32, 1920; s. auch Dissertation Gottingen 1920. 

2? Nach Kohlrausch (Zeitschr. f. phys. Chem. 64, 129, 1908): CaF, bei 
26,11° 0,0017 g in 100g gesa&ttigter Lésung: 0,0017°,. Hg,Cl, bei 24,6° 
0,00028 ¢ in 100g gesittigter Lésung: 0,00028 %. 

8 Alfred Koch, Mikrobiologisches Praktikum. Berlin, Julius Springer, 
1922. 
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Versuchsprotokoll. 
Zusammensetzung der benutzten mineralischen Ndhrlisung?. 
| Liter destilliertes Wasser, 25g (NH,).SO,. 50g Rohrzucke: 
15g NaCl, 0.75 g K,HPO,. 0.25 g MgS0O,. 


Darstellung der reversiblen CaF ,- und Hg,Cl,-Prdparate. 

Die benétigten reversiblen Praparate erhielt man aus Lésunge: 
von Caleiumchlorid und Natriumfluorid bzw. von Mercuronitrat und 
Natriumchlorid in Anwesenheit von dialysierter Sulfitablauge (aus 
der Mitscherlichschen Sulfitcellulosefabrikation) als Schutzkolloid 
unter nachherigem Dialysieren und Eindampfen. Das verwendet: 
CaF,-Praparat wies bei der Analyse einen durchschnittlichen Gliih 
verlust von 50°, auf. 


Infolge Zeitmangels konnte bei jedem Ansatz nur eine Kontrol| 
ausgefiihrt werden. 


Versuche mit kolloid geléstem Calciumfluorid. 





Trockengewicht 


Arith 
Zugesetzte Menge Aussehen der Kulturen Kolben I Kolben II —- 
Mitte! 
g @ itte 
Vergleichskultur ohne normal (weibes Mycel, 0,754 0,810 0,782 
Zusatz schwarze Sporen) 
1 com Sporenbildung nach- 0,367 0461 0,419 
lassend 
2.5, wenige Sporen 0,316 0311 0,314 
- 0 ») o : > . P 
- » ace ganz vereinzelte Sporen 0,291 0,394 0,342 
75. mayo Semper 0.286 0.271 0.278 
10 ‘ menor; ADnanme des 0.264 0.275 0.269 





Mycels deutl. erkennbar 


Priifung der als Schutzkolloid verwendeten reversiblen Riickstdénde aus Sulfit 








ablauge. 
Trockengewicht Arith: 
Zugesetzte Menge Aussehen der Kulturen Kolben | Kolben I] metisches 
Mittel 
8 g ; 

1 cem 0,05 0,806 0,802 0.804 
L , GOOF wx. | Sporenbildung aberalt | 0,823 0,866 0,844 
a» O27} 2s normal, bisweilen 0,763 | O81! 0,786 
25, 0,2 | a! | stirker als normal | 0,886 0,808 0,847 
S&S « GF 0,987 0,839 0,913 


Das Schutzkolloid iibt also keine schadigende Wirkung aus. 
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Versuche 


mit Natriumfluorid. 





Trockengewicht 





Arith- 
Zugesetzte Menge Aussehen der Kulturen Kolben | Kolben I] . metisches 
Mittel 
g Ry : 
Vergleichskultur ohne normal (weibes Mycel, 0,915 0.845 0,880 
Zusatz schwarze Sporen) 
ceem | 0,279 0,280 0.280 
5 0.304 0,321 0.313 
- ” 09° " | = S . ’ 3 wz Bl: 
ns - olge keine } a nbildung 0.165 0.295 0195 
75. | sung mehr 0126 0199 0163 
10 0,125 0.155 0.140 
Versuche mit kolloid qgeléstem Mercurochlorid. 
Trockeng t 
rockengewich \rith. 
Zugesetzte Menge Aussehen der Kulturen Kolben I Kolben 1] =metisches 
Mittel 
g & ' 
Vergleichskultur ohne normal] 0,754 0,810 0,782 
Zusatz 
0.037 _ 


m winzige Kultur mit 
schwarzen Sporen 
i. 0,2 %ige 


Losung , 
. 5 Wachstum mehr! 


kein 


S10 
ed | 

| | I 

— 


Bei einer Konzentration von 0,005 ° 


jegliches Wachstum unterbunden. 


’ Hg.Cl, wird also schon 
) Lo 4 


Versuche mit einer kombinierten Lésung von Calciumfluorid und Mercure 


chlorid im 


Verhdltnis 





Zugesetzte Menge Aussehen der Kulturen 


Vergleichskultur ohne normal 


Zusatz 


05 +05 ecm 
1,25 + 1,25 


sehr wenige Sporen, 
Abnahme des Mycels 
deutlich erkennbar 


kein Wachstum mehr! 


0.2°% ige Lésung 





ees 
_Trockengewicht A cities 
Kolben I Kolben I] | Metisches 
Mittel 
ri , 


wie bei den Versuchen mit 

Mercurochlorid 
0.802 
0.598 OF63 


0.445 


0.527 


Die Wirkung ist ebendieselbe, als ob das Mercurochlorid fiir sich 
allein angewendet wiirde; auch hier unterbleibt von der Konzentration 
0,005°, Hg,Cl, ab das Wachstum 
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Versuche mit festem, chemisch reinem Calciumfluorid (kein FluBspat 


festem Mercurochlorid. 





a 


Trockengewicht 


Ar 
Zugesetzte Menge Aussehen der Kulturen Kolben | Kolben II ME€tisc hes 
Mit 


£ g 
Vergleichskultur ohne normal (weibes Mycel, 0,682 0,660 
Zusatz schwarze Sporen) 


Sg Ca F, keine Sporenbildung 0,269 0,271 
mehr: Abnahme des 
Mycels deutl. erkennbar 


5g HgyCl kein Wachstum ! 











Verainderungen 
des Cholesteringehaltes im Serum bei Anaphylaxie. 


Von 
J. M. Goldberg und W. N. Nekludow. 


{us dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts in Leningrad.) 


{Eingegangen am 15, Oktober 1928.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Das Phanomen der Anaphylaxie ist bekanntlich von den ver- 
schiedensten Gesichtspunkten aus untersucht worden, und sympto- 
matologisch ist es gegenwartig bis in die Einzelheiten erforscht. Jedoch 
hat bis heute das Verhalten der Lipoide bei Anaphylaxie wenig Be- 
whtung gefunden, und daher mubte eine Mitteilung iiber Cholesterin- 
verschiebungen bei anaphylaktischen Meerschweinchen unser Inter- 
esse erregen (Zunz und La Barre’). Die genannten Autoren haben 
festgestellt, dal bei Meerschweinchen im Moment des akuten ana- 
phylaktischen Schocks das Cholesterin im Serum ansteigt. Von ver- 
schiedenen Erwagungen ausgehend, unternahmen wir eine Nach- 
prifung dieser bemerkenswerten Befunde auf Grund systematischer 
Untersuchung des Serums fiir verschiedene Zeitriume nach der Re. 
injektion. 

Wir verwendeten auf gewéhnliche Weise mit Katzenserum sensibili- 
sierte Kaninchen. Mit Eintritt der anaphylaktischen Periode wurde den 
ans Brett fixierten Tieren in die Carotis eine Kaniile; eingesetzt. Diese 
vermittelte die Blutentnahme sowohl vor, als nach der Reinjektion. Das 
{Antigen wurde der Ohrvene in einer Dosis von 0,2 cem zugefiihrt und das 
Blut in Zentrifugengliser gebracht. Nach Ausbildung des Gerinnsels 
wurden die Glaser zentrifugiert, um die Abscheidung des Serums zu be- 
schleunigen. Vor der Reinjektion und in abgemessenen Zeitraumen nach 
derselben wurde Blut entnommen. Da der Schock manchmal nicht sofort 
einsetzte. sondern in die Lange gezogen wurde, so gelang es in einigen 
Fallen, mehrere Blutproben zu nehmen. Alle Versuchskaninchen gingen 
ein unter Erscheinungen des anaphylaktischen Schocks in verschieden 
akuter Form. Die Cholesterinbestimmung im Serum wurde nach Kraste- 
lewsky * ausgefiihrt. Dieses Verfahren ist eine modifizierte Salkowshi 


'¢. r. See. de Biol. 98, 1044, 1925. 
2 Diese Zeitschr. 148, 1923. 
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Reektion fiir quantitative Cholesterinbestimmung. Die Exaktheit 
Verfahrens und seine Fehlergrenzen sind von Herrn Dr. Nekludow gx 
bestimmt worden, woriiber er in dieser Zeitschrift berichten wird. Zunac! 
sind wir nur in der Lage anzugeben, da®B das Verfahren an Genauic 
keinem der tiblichen Verfahren nachsteht. 


Unsere Ergebnisse sind die folgenden: 


Tabelle I. 





Cholesterin- 











3 Gewicht  gehalt pro Minutenzahl nach der Reinjektion 
z des Liter Serum 
* Kaninchens vor der 
- Reinjektion . vs 
Ne . ° 1 2 3 4 5 7 8 9 Ww 15 
1 2500.0 05 0.9 0.7 09 
2 1800.0 0.4 0.4 0.6 06 O89 
3 2000.0 03 05 03 06 06 
4 = 2150,0 0,6 04 O05 0,9 
D 2200.0 0.4 02 04 1.0 
6 | 2120.0 0.4 0,3 09 07 0,9 | 09 0,7 | 1 
Wie aus Tabelle I hervorgeht, gibt der Serumcholesteringehal: 
fiir verschiedene Zeitriume nach der Reinjektion eine gebrochen 
%o 
“0 0, T Yo - 
a8 o8 a O8it+ 
07 47t-—— 4 a7t-*+t 
06 06 06 
a5 a5 05 Sth 
OF oF — - 4 oF + + + + 
o3f— O3\+ 1 0,3 
at a2 ; a2 
a7'——_—_- + 0O7 07 + + 
Fz 0 0 . x 
7 EST F St 72S Ff '_ecrvralsLrT rtrtuwt=a@? 


Kaninchen Nr. 1 u. 3. 


‘ 
%o 


a9 
08 
Q7 
06 
Os 

















Kaninchen Nr. 4 u. 5. 


wa 























Kontrollversuche Nr. 1 wu. 2. 





+—- + + + + + + + + + + + 


+——+>—__4+—_+ + i > a wee + 





0 





| | | L 
7234 56783 «WTI 72 *'73 «1% 15 “16 «+17 «*(18:«719«20 27 22 23 24 25 2 27 28 3 
Kaninchen Nr. 2 u. 6. 
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Linie (Anstieg, Abfall, erneuter Anstieg), um auf der Héhe des Schocks 
relativ hoch zu bleiben. Besonders deutlich treten die Sechwankungen 
m Cholesteringehalt an den Kurven hervor 














Zur Vervollstandigung des Befundes haben a WS N 
wir noch zwei Versuche an Meerschweinchen aus- oa 
gefiihrt. a 
Den vorsensibilisierten Tieren wurde das Blut 6} 
vleichfalls aus der Carotis vermittelst Kaniile ent- ¥} 
mmen. Um Entblutung zu vermeiden, muBten ai 
vir uns freilich auf zwei Blutproben, vor und nach | 





S 


vor nach vor nach 


ler Reinjektion, auf der Héhe des Schocks, be 
Injektion Injektion 


shrianken. Hier bestimmten wir das Cholesterin 

nach dem Aufspaltungsverfahren, vermittelst Ver- Meerschweinchen. 

seifung des Serums mit 20°iger Atznatronlésung 

m Laufe von 8 Stunden bei Siedetemperatur, Extraktion mit Ather 
Scheidetrichter und nachfolgender Bestimmung nach Windaus. 


Das Ergebnis ist folgendes: 





: : Cholesteringehalt in . 
Versuch Meerschweinchens 4 com Serum vor der Nach der 
gewicht Reinjektion Reinjektion (Schock) 
Nr & g ry 
l 250,0 0,0008 0,0013 
2 280,0 0,00092 0.00136 


Wie man sieht, gaben diese Versuche ein Ansteigen des Chol- 
esterins auf der Héhe des anaphylaktischen Schocks. 

Wir haben ferner Kontrollversuche gemacht mit Einhaltung 
der gleichen Versuchsbedingungen, wobei das Antigen nicht sensibili- 


sierter _Kaninchen gegeben wurde, und zwar mit folgendem Ergebnis: 


Tabelle II. ‘Kontrolle. 





$3) Gewicht Cholesterin- _ ¢ Cholesteringshalt _ 
3 yn gehalt pro in g pro Liter Serum nach intravenéser Katzenserumgabe 

S i eniachens Liter Serum Nach Minuten 

> in der Norm 

Nr g g 1 2 3 4 5 7 8 9 10 15 ” 
l 1700.0 0.6 0.6 04 0.4 0.4 

2  =2230,0 0,9 0,6 0,6 0,6 0,4 


Wie man sieht, gaben die Kontrollen entgegengesetzten Befund, 
indem nach der Antigeninjektion das Cholesterin nicht anstieg, sondern 
abfiel. 














Zur Kenntnis der Peroxydase der Phanerogamen. 


Von 
D. Michlin und P. Kopeliowitsch. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Zentralinstituts fiir Led: 
forschung, Moskau.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1929.) 


Im Laufe von Untersuchungen iiber die Oxydationsfermente der 
{inde verschiedener Baumarten gelang es uns, aus der Rinde der 
Tanne verhaltnismaBig reine und aktive Praparate von Peroxydase zu 
gewinnen. Diese Peroxydase weicht in vielen Hinsichten von den 
Peroxydasepraparaten ab, die bisher aus Meerrettich, Kartoffeln 
Riiben und anderen héheren Pflanzen hergestellt worden sind. 


Methodik. 


3kg der lufttrockenen Rinde werden auf der Kernerschen Miihle zer- 
mahlen. Das feine Pulver wird mit 4 Litern auf 40° C vorgewarmtren Wassers 
angeriihrt und auf 24 Stunden bei 37°C in den Thermostaten gestellt. Dix 
feuchte Masse wird sodann mittels einer gew6hnlichen Laboratoriumspresse 
aus Porzellan durch Leinwand abgepreBt. Gewéhnlich kénnen ohne Miihe 
3 Liter braungefirbten fliissigen Saftes gewonnen werden. Die Oxydase: 
unmittelbar im PreBsaft aufsuchen zu wollen, ware unzweckmaBig, da 
sie sich in Gegenwart von Tannin nahezu oder vollstandig dem Nachweis 
entziehen. Ferner versagen viele Farbreaktionen der Oxydasen infolge 
der intensiven Farbung des Saftes. Es ist daher eine Vorbehandlung des 
Materials erforderlich. 

. 


Vorbehandiung des Satftes. 

20 cem der Lésung werden mit 2g des in 10 com Wasser angefeuchteten 
Hautpulver behandelt und filtriert; das Filtrat ist schwach gefarbt 
Nach nochmaliger Bearbeitung mit |g Tierkohle (Carbo animalis 
Merck) erhalt man eine vollstandig farblose Fliissigkeit. 


Oxrydase. 


Zum quantitativen Nachweis der Oxydase wird gewohnlich frisch 
bereitete Guajaktinktur verwendet, von der man einige Tropfen zur 
oxydasehaltigen Lésung gibt. Die Fliissigkeit farbt sich blau. Da sich 
die Mischung dabei stark triibt, ist die Reaktion fiir quantitative Be 
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stimmungen ungeeignet. Ferner ist die positive Guajakreaktion keines- 
wegs ein einwandfreier Beweis fiir das Vorhandensein von Oxydase, 
denn die Oxydation des Guajakharzes kann auch durch die Gegenwart 
von Chinon, Benzoylperoxyd und ahnlichen Substanzen bedingt sein. 
Negative Guajakreaktion beweist aber eindeutig die Abwesenheit 
von Oxydase, vorausgesetzt, dab die Fermentwirkung nicht durch 
hemmende Einfliisse unterdriickt ist. Wir begniigten uns aber nicht 
mit der Feststellung des negativen Ausfalls der Guajakprobe. Weder 
mit | °yiger Guajakollésung, noch mit frisch bereiteter 1 ° ,iger Pyrogallol- 
losung erhielten wir eine Farbung. Auf diese Weise stellten wir fest, 
daB im Saft aus Tannenrinde (auch aus der Rinde der Weide) keine 
direkte Oxydase** vorhanden ist. 


Peroa ydase. 

Zur Darstellung der Peroxydase werden zu 1 Liter des PreBsafts 
{ Liter rektifizierten Alkohols zugesetzt und die Mischung in einem 
MaBzylinder tiber Nacht stehengelassen. Am niichsten Tage wird die 
klare Fliissigkeit dekantiert und der Niederschlag abgenutscht, mit 
3) com Wasser verrieben und nochmals mit dem vierfachen Volumen 
\lkohol gefallt. Man nutscht ab, lost in Wasser und fallt nochmals 
mit Alkohol. Zum SchluB wird der sorgfaltig abgenutschte Nieder- 
schlag in 200 com Wasser aufgeschwemmt, mit 10 g in 50 com Wasser 
angeriihrten Hautpulvers geschiittelt und filtriert. Die Flissigkeit 
wird zwei- bis dreimal bis zur vollstandigen Entfarbung mit je 2 ¢ 
Tierkohle bearbeitet. Aus dem farblosen Filtrat wird die Peroxydase 
mit 5 Volumen Alkohol gefallt. Der leichte, nahezu farblose Nieder- 
shlag wird scharf abgenutscht und im Exsikkator getrocknet. Aus- 
heute bis 0.5 g. Aschegehalt bis 5°,. Nach Veraschung von 0.3 g des 
Priparats konnte in der Asche mittels Rhodankalium keine Spur Eisen 
nachgewiesen werden. Das Praparat ist in Wasser gut léslich. Wir 
verwendeten eine Lésung, die in lcem 0,01 mg Trockensubstanz 
enthielt. In Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd gibt diese Lésung 
fiir, Peroxydase kennzeichnende Reaktionen: mit Guajakharz, Pyro- 
gallol, Guajakol usw. Zur quantitativen Bestimmung bedienten wir 
uns der Methode,. die von Bach und Kultjugin (1) ausfiihrlich beschrieben 
ist, in der Guajakol als Substrat dient. Wir halten das Guajakol- 
verfahren auch aus dem Grunde fiir besonders geeignet, da Guajakol 
durch Chinon nicht oxydiert wird. 

0.5 cem Fermentlésung + 1 ccm Guajakollésung (0.1 ° ,ig) l ecm 
H, O,-Lésung (0,2 °,ig) + 5 cem Wasser ergaben bei Zimmertemperatur 
in 20 Minuten 6,55 mg oxrydierten Guajakols. 

Eine weitere Reinigung der Fermente wurde nicht angestrebt, 
abgesehen von einem Versuche, die Aktivitat der Lésung durch Dialvse 
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zu steigern. 100 ccm der Fermentlésung wurden in einer Kollod; 
hiilse 24 Stunden lang gegen flieBendes, destilliertes Wasser dialysier: 


} 


Das Volumen der Fliissigkeit in der Hiilse war auf 160 ccm a, 
gestiegen. Bei der Untersuchung der dialysierten Liésung ergab sic/ 
nach Umrechnung der Aktivitaét auf den Gehalt an Trockensubstar 
da das Praparat etwa 40°, seiner Wirksamkeit eingebiiBt hatt 
Bekanntlich ist die Aktivitat der Peroxydase in erheblichem MaBe vy. 
der Gegenwart verschiedener Salze abhangig. Hierauf beruht wal 
scheinlich die Abnahme der Fermentaktivitat bei der Dialyse. 


Wirkung des Wasserstojfsuperosc yds. 

Uber die Empfindlichkeit der Peroxydase gegeniiber Wasserstofi 
superoxyd finden sich in der Literatur widersprechende Angaben 
Die Ursache der Unstimmigkeiten liegt allem Anschein nach in de 
verschiedenen Herkunft der Fermentpraparate. Es war daher vor 
Interesse, den EinfluB von H,QO, auf unser aus Baumrinde hergestelltes 


Ferment zu untersuchen. Es ergab sich, daB die Wirkung der Per 


oxydase durch einen geringen UberschuB von Wasserstoffsuperoxyd 


fast um die Halfte gehemmt wird. 





Guajakol, 


Guaj 6 
uajakollosung, Hy Oy. 1 ie 


Ferment Wasser 0,1 9/9 ig 
com ccm ccm ecm mg 
0,25 0.70 
O05 0,43 
0.75 0,44 
1.0 0.38 


EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 


Das Wirkungsoptimum der von uns _ hergestellten Peroxydas 
liegt im sauren Milieu in einem ziemlich weiten Bereich zwischen py 3.8 
und 5,6. In der Richtung des Neutralpunkts nimmt die Wirksamkeit 
des Ferments rasch ab und verschwindet bei py 7,8 fast ganzlich. Wird 
das Ferment jedoch 12 Stunden lang in saurem (pq = 2,0) oder alkali 
- 9,5) Milieu stehengelassen, dann auf die Reaktion der 


schem (px 
Optimalzone gebracht, so bleibt die Aktivitat der Lésung unbeschadigt 


Einflup der Temperatur. 


Der Peroxydase einiger Phanerogamen wird eine ziemlich erheblicl 


Thermostabilitat zugeschrieben. (alagher (2) beschreibt eine Per 


oxydase aus Betula vulgaris, die Erhitzen auf 80°C ertragt und seh: 


leicht regeneriert wird. Im Gegensatz hierzu erwiesen sich Lésunge: 


unseres Praparats als thermolabil. 
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Temperatur ‘ Guajakol, oxydiert 

a Zeit 

Cc mg 

16 120 Std. 0,52 

50 i O25 

75 5 Min. 01 

75 10 . 0 

80 5 2 0 


Auch die Fahigkeit zur Regeneration fehlt der von uns unter- 
suchten Peroxydase. So blieb die 10 Minuten lang auf 80° C erwirmte 
Fermentlésung auch nach 15 Tagen vollstandig unwirksam. 


EinfiuB von Cyaniden. 

Die Empfindlichkeit der Peroxydasereaktionen gegeniiber dem 
EinfluB der Blausiure ist schwer zu erkliren. In der Literatur finden 
wir vielfach Angaben iiber die hemmende oder gar vernichtende Ein- 
wirkung von HCN auf die Peroxydase. So hat z. B. Wieland (3) vor 
kurzem aus Pilzen eine sehr cyanempfindliche Peroxydase hergestellt. 
Andererseits stellt die Cyanempfindlichkeit zuweilen die Fermentnatur 
von angeblich peroxydatischen Praparaten in Frage. Unser Praparat 
weist alle allgemein anerkannten Kennzeichen der Fermente auf. 
Auch konnten wir mit der empfindlichsten Reaktion (Rhodankalium) 
kein Eisen darin entdecken. Dennoch wird die Wirkung des Ferments 
durch HCN in Konzentrationen von !/, 999 vollstandig aufgehoben und 
noch durch Konzentrationen von '/,9 99, um die Halfte gehemmt. Es 
erscheint recht wahrscheinlich, daB die Cyanempfindlichkeit von der 
Herkunft der Peroxydase abhiangig ist. 


Aldeh ydreaktionen. 

Wocker (4) halt an der Aldehydnatur der Peroxydase fest. Dieselbe 
Frage behandelt Galagher (5), der sich allerdings der Aldehydtheorie 
der Peroxydase nicht ohne weiteres anschlieBt, aber dennoch in seinen 
SchluBfolgerungen die wichtige Bedeutung der von ihm beobachteten 
Aldehydreaktionen der Peroxydase hervorhebt. Wir konnten dagegen 
in unseren konzentriertesten Peroxydasepraparaten keime Spur von 
Aldehyd nachweisen. 

Die empfindlichsten Aldehydreaktionen fielen negativ aus, so die 
von Fischer und Petzold, Lewin und auch von Schiff. Dies berechtigt uns 
zu der Folgerung, daB die Aldehydstruktur nicht zu den unentbehrlichen 
Kennzeichen der Peroxydase gehért. Unser Praparat ist vollstandig 
frei von Gerbstoffen. Da das Priiparat von Galagher keiner speziellen 
Behandlung zur Entfernung dieser Substanzen unterzogen worden war, 
ist es méglich, daB die von diesem Forscher beobachteten positiven 
Aldehydreaktionen auf Begleitstoffe zuriickzufiihren sind. 


i9* 
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Fermentative und Auto-Oxydation in Pflanzensdften. 


Bekanntlich ist von Bach und Chodat (6) seinerzeit eine Theorie der 
fermentativen Oxydationsvorginge in der pflanzlichen Zelle vor. 
geschlagen worden, derzufolge die Oxydase. oder richtiger die Phenolase 
aus zwei Komponenten besteht. Der eine ist ein typisches Ferment 
die Peroxydase. Der andere Bestandteil der Phenolase ist eine ferment 
artige Substanz, die als instabiles und daher noch nicht genauer er. 
forschtes organisches Peroxvd fungiert. 

Diese Bachsche Theorie wurde von Onslow (7) weiter ausgebildet uni 
gewissermaBen vereinfacht, indem sie auf Grund gewisser experimentelle) 
Ergebnisse annimmt, daB die Oxygenase keine autoxydable Substanz ist 
sondern ein typisches Oxydationsferment, das auf die Oxydation des Bre: 
katechins und seiner Derivate zu den entsprechenden Peroxyden ein 
gestellt ist. Spater (8) wurde dieses Schema etwas ergainzt und mit de 
Wielandschen Theorie in Einklang gebracht. Es wurde nimlich die Hy; 
these aufgestellt, daB die Oxygenase mit der Dehydrogenase identisci: ist 
durch die neben Orthochinon zugieich Wasserstoffsuperoxyd gebildet wird 
Die Forscherin laBt die Frage nach der Spezifitat der Oxygenase-Dehydro 
genase offen. Das Schema von Onslow ist von mehreren Seiten der Kritik 
unterzogen worden. Calagher meint, daB die pflanzlichen Lipoide als Ox, 
genase fungieren kénnten. Andererseits wird von Szent-Gyérgy (9) dix 
Teilnahme von Peroxyden und Peroxydase an den Oxydase- oder, nac! 
Wieland, Dehydrogenase-Reaktionen iiberhaupt in Abrede gestellt. Diese: 
Autor verlegt somit den Schwerpunkt auf die Bildung von Ortho 
chinon, das an und fiir sich imstande ist, die Farbung von Cuajak zu be- 
wirken. 

Die Mehrzahl der Untersuchungen zur Klarung der Oxygenase- 
frage sind an relativ lipoidreichem Material (Kartoffel, Riiben usw 
ausgefiihrt worden. Die erhebliche Autoxydabilitat der lipoidartigen 
Verbindungen gehért zu den Faktoren, die die Erforschung der wahren 
Naturnder fermentativen Vorginge in der pflanzlichen Zelle erschweren 
Es schien nicht uninteressant, die Frage nach den Oxydationsvorgangen 
an einem nahezu vollstandig lipoidfreien Objekt zu priifen, wie es der 
Saft aus Tannenrinde vorstellt. Dieses Material ist ferner auBerordentlich 
reich an Derivaten des Brenzkatechins. Wie bekannt, werden dic 
Gerbstoffe der Tannenrinde haufig ,.Katechine™ genannt, ahnlich den 
..Tanninen*. Die durch Extraktion der trockenen Rinde mit Ather 
und darauffolgende Behandlung nach Freudenberg (10) hergestellte 
wiasserige Lésung gibt mit Eisenchlorid eine auBerordentlich intensive 
Griinfarbung, die mit Soda in Rot iibergeht. Weder dieser Extrakt 
noch der Atherauszug des frischen PreBsafts aus Tannenrinde ist aber 
imstande, die direkte Verfarbung von Guajakharz herbeizufiihren 
ebensowenig sind die Extrakte geeignet, die Rolle des Peroxyds be: 
den Peroxydasereaktionen mit Guajakharz, Pyrogallol oder Guajako! 
zu iibernehmen. Eindeutig negativ ist auch die Reaktion mit H.! 
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fodkalium —- Schwefelsiure). Der Saft, der etwa 2°, Gerbstoff 
enthalt, hemmt selbstverstandlich die Blauung von Guajakharz voll- 
standig. Aber auch der Atherextrakt des Saftes unterdriickt nach 
Abdampfen des Athers und Behandlung des spirlichen Riickstandes 
mit Wasser vollstandig die Peroxydasereaktion mit Guajakol. Wird 
der Saft aber in offenem GefaB stehengelassen, so andern sich seine 
Kigenschaften bereits im Laufe von 14 Tagen erheblich. Und zwar. 
seine hemmende Wirkung auf die Oxydasereaktionen nimmt ab. Der 
Atherextrakt vermag nunmehr nach Abdampfen des Athers und Be 
handlung des Riickstandes mit Wasser merkliche Mengen von Jod 
aus HJ in Freiheit zu setzen. Wir haben es zweifellos mit Vorgangen 
der Autoxydation zu tun, die nach Ablauf von 2 Monaten ihr Maximum 
erreichen, insofern es sich um die Substanzen handelt, die die Oxydase- 
reaktion hemmen. Die Reaktion mit HJ nimmt indessen auch an 
Intensitat zu. Selbstverstandlich wurde bei diesen Versuchen auch der 
Ather auf Peroxyde und auf Nitrit gepriift. Es sei besonders hervor- 
gehoben, daB wir es mit einem Objekt zu tun haben, das sehr reich ist 
an Gerbstoffen, die zum gréBten Teile aus Derivaten des Brenzkatechins 
bestehen. Dennoch konnten wir darin im Laufe der ganzen Zeit der 
Oxydation keine Spuren von Peroxyd entdecken, d. h. von Verbindungen 
mit der Gruppe —O-—O—., die allein imstande sind, die Peroxydase- 
reaktion mit Guajakharz, Guajakol usw. zu geben. Die von einigen 
Autoren (Galagher, Onslow) beobachtete Bildung von Peroxyden in 
pflanzlichen Saften kann auf der Beschaffenheit ihres Versuchsmaterials 
beruhen. An erster Stelle sind hier die Lipoide zu_beriicksichtigen 
Es kénnen aber auch andere Substanzen zugegen sein, aus denen Per- 
oxyde entstehen, z. B. Aldehyde, Atherperoxyd usw. Ubrig bleibt 
die Frage nach der Fahigkeit der Orthochinone, die ,.direkte’* Oxydase- 
reaktion im Sinne von Szent((yérgy zu geben. Ungeachtet des er- 
heblichen Gehalts an Derivaten des Brenzkatechins im Saft der Tannen- 
rinde und der mitgehenden Oxydation des Saftes, konnten darin keine 
Produkte nachgewiesen werden, die mit Guajakharz, Guajakol oder 
Pyrogallol eine Farbreaktion ergeben hatten. 

Aus dem Vorangehenden folgt, daB, wenn die Theorie von Bach 
zu Recht besteht, es sich eriibrigt, auBer der Peroxydase und Oxygenase 
noch ein drittes Element herbeizuziehen: das Brenzkatechin und seine 
Derivate. Bei deren Oxydation konnten wir keine Peroxyde nach- 
weisen. Im pflanzlichen Oxydasesystem geht die Oxygenase wahr 
scheinlich selber in ein Peroxyd tiber, mit dem dann die Peroxydase 
reagiert. Im System der biologischen Oxydationsreaktionen kénnen 
Chinone, zumindest o-Chinone, nicht universell die Oxydase (Oxygenase 

Peroxydase) ersetzen, denn die oxydierten Brenzkatechine cer 
Tannenrinde geben keine Oxydasereaktionen. 
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Zusammenfassung. 

1. Aus Tannenrinde wurde ein Peroxydasepriparat hergeste||; 
das von den bisher beschriebenen Peroxydasepraiparaten aus Phane: 
gamen abweicht (Thermolabilitat, Cyanempfindlichkeit). 

2. Das Praparat enthalt kein Eisen und gibt keine Aldehy 
reaktionen. 

3. Oxydierter Saft aus Tannenrinde oxydiert HJ, gibt aber kei 
Peroxydreaktionen und keine Blaufarbung mit Guajakharz. 

4. Besprechung des Mechanismus der Oxydasewirkung. 


Literatur. 


1) Diese Zeitschr. 167, 227, 1926. 2) Biochem. Journ. 17, 515. 
3) Ber. d. Chem. Ges. 61, 1060. 4) Ebendaselbst 47, 1024. 5) Biochen 
Journ. 18, 29. 6) Ber. d. Chem. Ges. 36, 606. 7) Biochem. Journ. 14. 
535. 8) Ebendaselbst 20, 1138. 9) Diese Zeitschr. 162, 420, 1926. 
10) Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, T. 10, S. 439. 








‘tell 


ner 
hy 
en 

Uber die Wirkung 

des Eisens auf den Ruheumsatz rachitischer Ratten. 
Von 
Hans Seel. 
ery 
14, Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung konnten Kochmann und Seel' zeigen, 
daB das Eisen, besonders wenn es in der leicht resorbierbaren Form des 
Ferrobicarbonats gereicht wird, den Stoffwechsel gesunder junger 
Ratten giinstig zu beeinflussen und somit ein beschleunigtes Wachstum 
des Organismus zu erzielen vermag. Eine ganz ahnliche Wirkung auf 
den Stoffwechsel und auf das Wachstum gesunder Tiere zeigt auch der 
Phosphor, vorausgesetzt, dal er in therapeutischer Dosis verabreicht 
wird (Seel?). Die giinstige Wirkung des Eisens und des Phosphors auf 
den Stoffwechsel normaler Tiere veranlaBten mich nun, der Frage 
nachzugehen, ob derartige Substanzen die bei der Rachitis darnieder- 
liegenden Oxydationen wieder beheben und die Rachitis heilen kénnen. 
Bei der experimentellen Rattenrachitis sinkt namlich der Sauerstoff- 
verbrauch der Tiere bereits wenige Tage nach Beginn der Fiitterung 
mit Vitamin D-freier einseitiger Kost in erheblichem MaBe ab, und 
zwar bevor noch deutliche klinische Symptome der Rachitis nachzuweisen 
sind (Seel*). Wie ich nun vor kurzem feststellte*, vermag der Phosphor 
zwar den bei der Rachitis darniederliegenden Ruheumsatz in erheblichem 
MaBe wieder zu férdern; auf die rachitischen Vorgange im Knochen 
hat er jedoch keinen heilenden EinfluB. Es war nun von Interesse, 
zu erfahren, ob das Eisen, in geeigneter zweiwertiger Form dargereicht, 
den Gesamtstoffwechsel und damit auch die rachitischen Knochen- 


' Kochmann und Neel, diese Zeitschr. 198, 362, 1928. 

? Seel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 127, 212, 1927. 
> Derselbe, ebendaselbst 188, 129, 1928. 

4 Derselbe, ebendaselbst, 140, 194, 1929. 
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verinderungen giinstig beeinflussen kann. Diese Frage interessic;t; 
vor allem aus zwei Griinden: einmal, weil verschiedene Autor 
(Pritchard', Freudenberg und Gyérgy*) annehmen, daB bei unvyo!| 
standiger Oxydation saure Stoffwechselprodukte im Organismus ey 
stehen, welche méglicherweise das Caleium den Knochen entziehe 
(Azidosetheorie); zum anderen interessierte die Frage deswegen, we 
E. Miiller® auf die Méglichkeit hinweis, daB die Vitamine mit labile: 
biologisch aktiven Mineralverbindungen identisch sein diirften. 


Um hieriiber AufschluB zu gewinnen, wurden zwei Wiirfe v«» 
insgesamt 14 Ratten zum Versuch eingesetzt. Zwei Tiere erhielte: 
normale Nahrung (Mileh und Brot nach Belieben) und dienten als 
Kontroile. Die iibrigen 12 Tiere erhielten die Vitamin D-freie Kost 
von We Collum Nr. 3143. Fiinf dieser einseitig ernahrten Tiere bekame: 
auBerdem tiaglich 10 cem Liebensteiner Wasser, das zweimal wéchentiic! 
unmittelbar nach der Abfiillung zugesandt wurde, unter die Nahrung 
gemischt. Fiinf weitere Tiere erhielten taglich 10 eem Wasser, in den 
die gleiche Menge Eisen als Ferrosulfat (0.45: 1000) gelést war. Di 
letzten beiden Tiere bekamen die gleiche Menge Brunnenwasser. Wx 
wir aus unseren friiheren Versuchen feststellen konnten, ist das Hallesc he 
Brunnenwasser so eisenarm, dab diese geringe Menge ('/,,mg Eisen 
pro Liter) nicht in Betracht kommt. Bevor die Ratten die einseitigy 
Nahrung erhielten, wurde erst einige Tage vorher daB Allgemein 
verhalten der Tiere beobachtet, ferner wurde das Gewicht durch zweima! 
wéchentliche Wagung und der normale Verbrauch an Sauerstoff uni 


die entsprechende Kohlensiureabgabe pro Stunde bestimmt. Wahrend 


der nachfolgenden vierwéchigen Versuchsperiode wurde etwa zweima! 
wochentlich der Ruheumsatz unter dem EinfluB von Liebensteine: 
Wasser und Ferrosulfatlésung festgestellt. Nach dieser Zeit wurden 
die Tiere getétet und die rachitischen Knochenveranderungen histo- 
logisch untersucht. Hierbei erfreute ich mich der Unterstiitzung voi 
Herrn Priv.-Doz. Dr. Schaetz, wofiir ich ihm auch an dieser Stell 
herzlich danken méchte. 


Abb. | gibt den Sauerstoffverbrauch der normalen und der rachit' 
schen Ratten wieder. Wahrend die Wachstumskurve und die Linie 
fiir den Sauerstoffverbrauch bei den Normaltieren anni&hernd parallec! 
laufen und langsam und gleichmaBig ansteigen, verlauft die Wachstums- 
linie der rachitischen Ratten mit geringen Schwankungen annahern« 
horizontal, d.h. die Tiere nehmen nur im Anfang des Versuches im 


1 Pritchard, The infant nutrition and management Glasgow 1915 

2 Freudenberg und Gyérqgy, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 24 
i7, 1923. 

3 E. Miller, Arch. {. Kinderheilkde. 77, 122, 1925. 
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geringen MaBe an Gewicht zu; wahrend dann Gewichtsstillstand erfolgt ; 
die Kurve fiir den Sauerstoffverbrauch und die entsprechende Kohlen- 
saureausscheidung sinkt jedoch stetig, bis am 25. bzw. 26. Versuchstag 
die Tiere eingehen. Die histologische Untersuchung ergab starke 
rachitische Knochenveranderungen. 
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Abb. 2. 


Die Abb. 2 gibt die Durchschnittswerte der fiinf Liebensteiner 
und der fiinf Ferrosulfat-Ratten wieder. Die Gewichtskurve beider 
Gruppen weist eine etwas bessere Zunahme des Kérpergewichts als 
die einseitig ernahrten Ratten auf, die Sauerstoffkurve der Ferrosulfat 
ratten und noch mehr der Liebensteiner Ratten verlauft aber an 
nihernd wie diejenige der normalen Tiere. Aus diesen Versuchen geht 


also hervor, daB das Ferrosulfat und noch mehr das im Liebensteinet 
Wasser enthaltene Ferrobicarbonat die Verminderung der Oxydations 
vorginge bei der Rachitis auszugleichen vermégen. Wie die histologische 
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Untersuchung bei simtlichen Ratten aber bewies, waren die Ticr 
trotz der Eisenbehandlung zum Teil schwer rachitisch. 

Die Versuche mit zweiwertigem Eisen beweisen also, daB zwar 
das Eisen ebenso wie der Phosphor die Verminderung des Ruheumisat ze. 
baw. des Sauerstoffverbrauchs in giinstigem MaBe beeinfluBt ; trotzden 
zeigen die Tiere starke rachitische Knochenveriinderungen. Das Fise) 
und der Phosphor stehen mithin in keinem Zusammenhang mit den 
antirachitischen Vitamin ,.D“. Nur das Vitamin D allein kann, wi 
ich in friiheren Versuchen gezeigt habe!, sowohl in der Form von Lebe: 
tran wie auch als reines bestrahltes Ergosterin (Vigantol) gleichzeit iy 
die gesunkenen Oxydationsvorginge im Organismus beheben und dix 
rachitischen Knochenveranderungen heilen. 


' Seel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 133, 129 1928 und 140, 194, 1926 
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Uber die Quellung der Gelatine. 


Von 
W. v. Moraczewski und E,. Hamerski. 


{us dem Institut der physiologischen Chemie an der tierarztlichen Akademie 


in Lwoéw.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1929.) 


Die so oft beobachteten Schwankungen des Wassergehalts im 
Kérper sind wohl zum Teil auf Quellung zuriickzufiihren und es war 
ingezeigt, die Quellungsgesetze einer Revision zu unterziehen unter 
Beriicksichtigung der im Korper herrschenden Bedingungen. 

Als Material wurde die reinste Gelatine benutzt, ein Stoff, welcher 
bei allen klassischen Untersuchungen von Hojmeister, Wo. Ostwald, 
WV. H. Fischer. W. Pauli und in neuerer Zeit von K. Spiro, Bb. Lenk 
ind J. Loeb gebraucht wurde. 

Die Technik bedarf einer Besprechung, da sie bei den genannten 
Forschern zuweilen recht verschieden war und doch von auberordent- 
licher Bedeutung fiir die Resultate der Versuche zu sein scheint. Es 
wurde bei diesen Versuchen stets die reinste franzésische Gelatine, se 
wie sie im Handel vorkommt, benutzt, nachdem sie einer griindlichen 
Trocknung bei 45° Wirme wihrend einiger Tage unterzogen wurde. 
Die Reinigung, wie sie J. Loeb vorschlagt, damit nicht sclrwer be- 
stimmbare Einfliisse der Siure und Wassereinwirkung eingefiihrt 
Die Gelatine wurde in kleine Stiicke ge- 


werden, wurde unterlassen. 
Diese Grobe 


schnitten, welche ungefahr 1 qem Oberflache hatten. 
geniigt, um die Imbibition vollstandig zu machen, und gestattet ein 
bequemes AbgieBen der nichteingesaugten Fliissigkeit. Kleinere 
Dimensionen der Gelatinestiicke, wie grobes Pulver, imbibicren nicht 
mehr Fliissigkeit, wie besonders in der Richtung angestellte Versuche 


gezeigt hatten. 1 g getrockneter Gelatine wurde nun mit der Genauig- 


keit eines Milligramms auf einer analytischen Waage samt dem Becher 
glas gewogen, darauf mit 100 cem Fliissigkeit unter Umrihren be- 
gossen und fiir 24 Stunden in einem Thermostaten bei konstanter Tem- 
peratur gehalten. Die Temperatur iibt einen so groben Einflul auf die 
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Quellung aus, dab sie bei jedem Versuch angegeben wird, und da «dj 
Temperatur zwischen 12 und 20° sehr schwer konstant gehalten werde, 
kann, so wurde bei jedem Versuche | g Gelatine mit destillierte; 
Wasser als Mab der Imbibition im Thermostaten mit den andere 
Proben gehalten. Auf diese Weise war es méglich, einen Vergleic! 
der Imbibition der Salz- und Siurelésungen zu machen. Nach einen 


Verbleiben von 24 Stunden bei konstanter Temperatur wurde da. 
nichtimbibierte Wasser von der gequollenen Gelatine abgegossen unte 
Benutzung eines Porzellansiebes Goochfilter —-, welches die Gelatin 
stiicke auf dem Filter zuriickhalt, die feuchte Gelatine wurde ins Becher. 
glas zuriickgebracht und abermals mit einer Genauigkeit bis zur dritte: 
Dezimale gewogen. Das Absaugen der Gelatine dauert etwa 5 bic 
10 Minuten. Die nach der genannten Methode gewonnenen Resultat: 
sind fast immer eindeutig, mit Ausnahme der Bestimmungen, welcly 
hei zerflieBender Gelatine ausgefiihrt waren und welche deswege: 
entweder bei niedrigeren Temperaturen wiederholt werden muBte: 
oder ganz weggelassen wurden. Bei normalen Umstiinden ist ein 
¥ . ° " ° ° ° ° . 
Ubereinstimmung der Gelatinegewichte bis zur zweiten Dezimal 
keine Seltenheit. 

Die Versuche betreffen das Verhalten der Gelatine in Salzlésungen }y 
konstanter Wasserstoffionenkonzentration, wobei einmal die Salze 
wechselt wurden, das andere Mal dasselbe Salz bei verschiedenem py benutz: 
wurde. 

Eine andere Versuchsreihe zeigt das Verhalten der physiologisc! 
wichtigen Salze bei verschiedener Konzentration, wobhei, wie bei alle: 
Versuchen, das py aufs sorgfaltigste notiert wurde, sowohl vor wie nach de 
Quellung. 

In der dritten Versuchsreihe wurde die Quellung bei Anwesenheit de: 
Nichtelektrolyten studiert, immer unter Beriicksichtigung des py. 

Die vierte Versuchsreihe betrifft die Gelatinequellung in Saure 
und Basen von verschiedenen Konzentrationen. 

Die gequollene Gelatine wurde in Fallen, wo die Verteilung der Anione 
zwischen der Gelatine und der AuBenfliissigkeit studiert werden sollt: 
durch Erwaérmen auf dem Wasserbad fliissig gemacht und darin der Chlor 
oder Rhodangehalt quantitativ bestimmt, auch der Wasserstoffionengeha!t 
(px) wurde oft in der verfliissigten Gelatine nach der Quellung bestimmt 

In allen Versuchen wurde das gréBte Gewicht auf die Bestimmung de: 
Wasserst offionenkonzentration gelegt. Das py wurde mittels der Farbstoft 
reihe von W. Mansfield Clark durch Vergleich mit den Standardlésunge: 
bestimmt und von Zeit zu Zeit elektrometrisch kontrolliert. 

Die Versuche wurden meistens mit 1 g Gelatine auf 100 ¢ Fliissigkeit 
ausgefiihrt ; wo 2 oder 3g auf 100 g Wasser oder Salzlésung gegeben wurde 
findet man selbstverstandlich entsprechend weniger AuBenfliissigkeit un 
ein héheres Gewicht der gequollenen Celatine. 

Das Wasser oder die Salzlésung wurde auf ihr pq gepriift und da, w: 
gleiches py verlangt war, durch Zusatz entsprechender Anionen ode: 
n Natronlauge — da als Kation stets Na gebraucht wurde das ge 
wiinschte pq erreicht. Nach 24stiindigem Verbleiben im Thermostate: 
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wurde in der abgegossenen Fliissigkeit das py abermals bestimmt, wobei da, 
wo die Salzlésung kein Puffer war, eine Anderung des py in der Regel 
heobachtet wurde. 

So wurde z. B. in NaCl-Lésung, die auf py gleich 3,5 durch HCl-Zusatz 
vebracht wurde, nach der Quellung ein pg von 4,8 oder 5,3 beobachtet, 
hei einer NaCl-Lésung, welche durch Natronlaugezusatz auf py 9.6 alkalisiert 
war, fiel der py-Wert auf 5,5 oder auf 5,6. Dagegen wurde in einer Citrat- 
der Acetatlésung das py 3,5, nach der Quellung 3,6; die alkalische Citrat- 
der Acetatlésung, welche vor der Quellung ein py von 10,0 oder 9.6 besal, 
zeigte nach 24stiindigem Verweilen im Thermostaten ein py von 7,1 oder 6,8. 
Dasselbe lieB sich von der gequollenen Gelatine sagen, welche soweit 
msere Erfahrung reicht — stets daseslbe py wie die AuBenfliissigkeit 
besitzt. Die in Kochsalzlésung gequollene Gelatine wurde auf ihren Chlor- 
gehalt mittels Silbernitrat quantitativ untersucht, wobei sich heraus- 
stellte, daB der Cl-Gehalt der gequollenen Gelatine um einen geringen 
Betrag niedriger war, es lag das an dem verschiedenen Volumen, welches die 
gequollene Gelatine im Vergleich mit der AuBenfliissigkeit hatte. Auch 
waren die gefundenen Zahlen nicht immer eindeutig genug, um von einer 
Regel sprechen zu kénnen. Z. B.: 

AuBenfliissigkeit: 5,75 Ag-Nitrat 11,8 12,7 12,7 
Gelatine: 5.5 11,4 11,8 120 


Die Rhodannatriumlésung wurde ebenfalls auf die Verteilung zwischen 
\nBenfliissigkeit und Gelatine gepriift, und es stellte sich heraus, daB hier 
nso wie dort die AuBenfliissigkeit an Rhodanion reicher ist, wohl aus 
demselben Grunde: 

Aubenfliissigkeit: 8,5 81 8.4 9,0; 
Celatine: 8.2 8,2 8,6 7,6. 


Diese Bestimmungen wurden mit Riicksicht auf die Donnansche 
Theorie gemacht, berechtigen aber natiirlich nicht, ein Urteil tiber die 
Richtigkeit derselben zu fallen. 

Die Salzlésung hat nach dem Verbieiben wahrend 24 Stunden im 
Thermostaten einen py-Wert, welcher um 5,6 oszilliert. Die nichtpuffernden 
Losungen andern dabei gleichmaBig ihr py, so daB die Unterschiede zwischen 
der am meisten sauren und am meisten alkalischen AuBenfliissigheit ein- 
ander entsprachen. z. B.: ' 

NaCl-Lésung 3.5 4,6 5.8 65 7.8 9.6 
wird nach der Quellung 
§.3 5,5 5.4 565 5,4 4,55. 

Dagegen nimmt eine Acetatlésung unter denselben Bedingungen 
tolgende Werte an: 

Acetat-Na-Lésung 3,5 4.5 5,6 6.6 7,8 98 
nach der Quellung: 
3.8 4,5 56 6,3 6,6 6.6. 

Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich, puffert eine Acetatlésung 
die sauren Fliissigkeiten besser als die alkalischen. 


Die erste Tabelle enthalt die Werte, welche bei gleichem: py und ver- 
schiedenen Salzlésungen erhalten wurden. 
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Tabelle J. 
lg Gelatine in 100 cem Wasser. Temperatur 15 bis 18°. = 
Abgegossene Gewicht i 
Na-Salz Py vor Py nach Flussigkeit der Gelatine Tempers: 
ccm g ( 

\ 
Acetat, n/5 4.0 4.0 81.5 Na 
Citrat, 4.0 4,0 82.0 Sal 
NaCl, a 4.0 4.4 84.0 Na 
Sulfat, , 4.0 4.5 84.0 \\ 
NaCSN,., 4.0 4.5 84,0 
Wasser 4.0 4.1 86.0 
Acetat, n 5 4.0 3.9 85,0 15 
Citrat, 4.0 3.9 84,0 
|) ae 4.0 4.5 86,0 -- 
Sulfat, , 4,0 4.6 87,0 
NaCSN,, 4.0 4,2 86.5 
Wasser 4.0 46 88.0 
Acetat, n5 4.7 5,2 83,0 14.94 18 \c 
Citrat, ,. 4.7 49 83,0 15,41 Cit 
NaCl, 47 5,2 84,0 14,60 Na 
Sulfat , 4,7 5,1 83,0 14,99 Su 
NaC SN,, 4,7 5,2 83,5 15,99 Na 
Wasser 4,7 4.7 86.5 13,26 W. 
Acetat, n/5 5,6 5.6 86.0 13,12 15 \c 
Citrat, , 5.6 5.5 85,0 13.88 Ci 
NaCl, se 5.6 4,7 86,0 13,31 Ne 
Sulfat, 5.6 5,0 85,0 13,26 Su 
NaCSN,, 5.6 5,2 84.0 14,22 Ng 
W asser 5.6 49 87.0 10,59 W 
Acetat, n5 5.6 5.6 83,0 14,90 18 Ac 
Citrat, 5.6 5.5 82.5 15.53 Ci 
NaCl, 5.6 4.8 83.0 15,29 Ni 
Sulfat, , 5.6 4.9 83,2 15.06 Su 
NaCSN,, 5.6 5.0 82,0 16,37 Ne 
W asser 5.6 5,2 86,0 12,11 \\ 
Acetat, n/5 6,9 6,0 84.0 14,32 15 Ac 
Citrat, . 6.9 6.4 83,0 14,94 j 
NaCl, §.9 54 85.0 14.40 Ns 
Sulfat, , 6.9 5.4 &5.0 14,43 Su 
NaCSN, , 6.9 54 85,0 15,52 N: 
Wasser 6.5 53 87,0 \ 
Acetat, n/5 8.0 6,5 83,0 15 \ 
Citrat, , 8,0 6.5 83,0 Ci 
NaCl, , 8.0 5.0 83.5 N: 
Sulfat, . 8.0 5.1 83.5 Si 
NaCS8N,, 8.0 6,2 84,0 N: 
Wasser 8.0 5,1 87,0 \W 
Acetat, n/5 10,0 6,8 84.0 12 A 
0 ae 10,0 7.5 83,0 (ij 
NaCl, “ 10,0 6.0 84.5 N 
Sulfat, . 10,0 6,0 83, St 
NaCSN,, 10,0 7,2 83.5 N 
Wasser 10,9 6.0 89.5 W 











Quellung det 


Tabelle I 


Crelatine. 


(Fortsetzung). 


ann 
303 





A bge gossene 


Gewicht " 
Temperatur 





Na-Salz Pu vor PH nach Fiussigkeit der Gelatine 
npe rat ccm 2 & 
, \cetat, nd 10,0 7.1 86.0 13 
Citrat, 10.0 7.3 83,0 
NaCl, 10,0 5.8 85.0 
Sulfat, 10.0 59 85.0 
NaCSN,, 10.0 7,1 84.0 
\\ asser 10.0 6.9 BS.) 
1 Tabelle 11. 
2¢ Gelatine auf 100g Wasser. Temperatur 18°. n/5 Salzlésungen 
Abgegossene Gewicht 
Salz Pu vor Pu nach Flussigkeit der Gelatine 
ccm 2 
iS \cetat, n 5 4.0 3.9 69.5 30.76 
Citrat, i“ 4.0 3.9 700 29 96 
NaCl, - 4.0 4.5 74.0 25.62 
Sulfat, , 4.0 4.5 74,0 25,90 
NaCSN, , 4.0 44 73,0 26,62 
Wasser 4.0 4.3 77.0 22.23 
5 \cetat, n5 4.0 4.0 65,0 
Citrat, 4,0 3.9 70,0 
NaCl, 4.0 5.1 70,5 
Sulfat, 4,0 5.5 70.0 
NaCSN,. 4.0 5.0 69.5 
Wasser 4.0 4.8 74.0 
S Acetat, n/5 47 5.2 71.0 28 9S 
Citrat, : 4,7 5.0 70,0 29,78 
NaCl, a 4.7 5.4 70,0 29.98 
Sulfat, , 47 D4 70,0 29 64 
NaCSN.., 4,7 5.5 67,0 32,25 
Wasser 47 5.7 76.0 23.48 
) (cetat, n 5 6 5.5 73.0 26.63 
(itrat, . 5.6 5.5 72.0 27,78 
NaCl, = 5.6 4.8 72,0 27.23 
Sulfat, . 5.6 4.8 72.0 27.77 
NaCSN,, 6 4.8 73.0 27,12 
\V asser 6 4.8 76.0 29 82 
\cetat, n/5 7.4 6.5 67.0 36,12 
Citrat, . . “2 aoe 7.4 6.6 65.5 34,09 
NaCl, ‘ <a 74 5.3 69,0 $2.23 
Sulfat, . 7.4 5.3 69.0 $2.11 
NaCSN,, 7.4 54 64.5 36.06 
Wasser 7.4 5.3 76.0 24.15 
Acetat, n 5 8.0 6.2 69.5 30,59 
(itrat. . 8.0 6.8 67.5 33,13 
NaCl, a 8,0 5.1 700 29,46 
Sulfat, , 8.0 5.2 69,0 31,34 
NaCsN,. 8.0 5.2 70,0 30,34 
Wasser 8.0 5.6 76,0 25 3H 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








Salz 


Acetat, n 5 
Citrat, 
NaCl, 
Sulfat. 
NaCSN,. 


Wasser 


Pu vor 


10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 


Abgegossene 
Flussigkeit 


ccm 


70.5 
68,0 
71.5 
71.2 
69.8 
75.0 


3g Gelatine auf 100cem Wasser oder n/5 Salzlésung. 


Temperat ur 


Gewicht 
der Gelatir 


© 


30.6 \ 
30.9 Lit 
28.9 N 
28.3 5 
30.4 N 


4 





Salz 


Acetat. n5 


( itrat, 
Na Cl, 
Sulfat, 
NeaCSN,. 
Wasser 


Acetat, /5 


Citrat, 
NaCl, - 
Sulfat. . 


NaCSN,. 
Wasser . 
Acetat, n/D 
(itrat, . 
Natl, = 
Sulfat, . 
NaCSN,. 
Wasser 
Acetat, n 5 
(itrat, 
NaCl, 
Sulfat. 
NaCSN,, 
Wasser 


Acetat, n5 


Citrat, 
NaCl, 
Sulfat, , 
NaCS8N,, 
Wasser 


Acetat, n5 
Citrat, , 
NaCl, . 
Sulfat, . 
NaCSN,. 
Wasser 


etal et etete 
“IsIsIs3 51) 


a 


8,0 


~— 


Stororor 
bo = bo bo Ot be 


Abgegossene 
Flussigkeit 


com 


53.0 
57.0 
59.0 
D585 
58.5 
65.0 
62.5 
61.0 
58.0 
58.5 
56.0 
68,0 
56.0 
52.0 
56,0 
56.0 
52.0 
61,5 
57.0 
51.5 
58.5 
55.5 
54,0 
62,0 
58.0 
56.0 
59.5 
59,0 
58.5 
65.0 
50,0 
46.5 
49.0 
52.0 
45,0 
61,0 


Gewicht H 
der Gelatir 


& 


42.52 
35.03 
50.50 1 
4.60 
52,07 ve 
49.62 ce 
55,76 


3971 nit 
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Tabelle II] (Fortsetzung). 





Abgegossene Gewicht 
Salz Pu vor PH nach Flussigkeit der Gelatine 
cor ry 

acetat, D/O... . 10,0 63 61,0 44.28 
(itrat. ew. 10,0 6,2 57.0 47.65 
NaCl, » - 10,0 5,3 60,0 45.46 
folie, «» + 10,0 5,3 61,0 45,50 
NaCSN,, . ; 10,0 5,5 58,0 47.60 
Wear... . 10,0 5,2 67,0 


Betrachtet man die Zusammenstellung der Versuchsergebnisse, so 
findet man keinen wesentlichen Unterschied zwischen dem Quellungs- 
vermégen der verschiedenen Salze. Mit Riicksicht auf die bekannte 
Hofmeistersche Reihe wurden die Citrate, Acetate, Sulfate und Rhoda- 
nate mit Natriumchlorid zusammengestellt, wobei die Quellung unter 
denselben Bedingungen stattfand. Allerdings wurde die Wasserstoff- 
ionenkonzentration nur bei Acetat und Citrat ungefahr stabil gehalten 
Bei den anderen Salzlésungen ging sie auf einen geringeren Wert zuriick., 
wie bereits erwahnt wurde. Nimmt man den Durchschnittswert der 
bei Quellung im Wasser abgegossenen Fliissigkeit, so ergibt sich eine 
Menge von 86,4 ccm bei | °,iger, von 76 cem bei 2 °,iger, von 64,0 cem 

3°.iger Gelatine. Die Durchschnittswerte lauten 


bel o 


84ccm bei 1 °,iger Gelatine 
” 


fiir Acetat 69 


oe — 
83 0 ° ] 
Citrat 69 ,, s = 
| 54 ——— 
| oe 
Sulfat 71 2 
l 57 
83 l 
Rhodanat 69 oe 
: | 34 ; 
Wasser - S6 com 76 cem 4 cem 
Acetat ‘: «hae ee 69, 57 
Citrat . ‘ eS 69 .. 54 
NaCl . SS. « a 57 
Sulfat ; ae a 57 
Rhodanat oo, 54.8 


Daraus 1aBt sich wohl schlieBben, dab die Citrate und Rhodanate, 
besonders bei héherem Gelatinegehalt, ein stirkeres Imbibitions- 
vermégen besitzen, wenn auch der Unterschied kein groBer ist und mit 
dem Gelatinegehalt abnimmt. Dieses héhere Quellungsvermogen kann 
nicht auf das Pufferungsvermégen der Citrate allein zuriickgefiibrt 
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werden, denn die Rhodanate puffern nicht und zeigen dennoc! 
erhohtes Quellungsvermégen 

Es mag hervorgehoben werden, dab die Konzentration der » 
lésung verhiltnismaBig gering (n/5) war, und nach Erfahrung iibt 
Konzentration einen deutlich steigernden EinfluB} auf die Quellu 
somit diirften die gefundenen Unterschiede bedeutender werden, we 
héhere Konzentration in Anwendung kommen wiirde. 

Die nun folgende Tabelle [V enthalt Werte, die bei wechselnder Wass; 
stoffionenkonzentration und gleichen Salzlésungen gewonnen wuri 
Die Temperatur wurde womdglich konstant gehalten, angesichts dess: 
daB der EinfluB der Temperatur auf die Quellung von entscheiden 
Bedeutung ist. Selbstverstandlich zeigten auch hier diejenigen Salzlésunc 
welche Puffer sind, eine ausgiebigere. wenn auch nicht vollkommene K 
stanz der Wasserstoffionenkonzentration, als die nichtpuffernden Salz« 

Auber den sonst in Anwendung kommenden Salzlésungen haben 
Natriumferrocyanid, Natriumnitrat, Calciumchlorid, Bariumechlorid ve: 
wendet, um einerseits die gréBeren Anionen, andererseits die leicht- w 
schwerléslichen Salze auf ihr Quellungsvermégen zu vergleichen. <Auc! 
zweiwertige Kationen kamen diesmal in Betracht. Die Konzentration wa: 
wie in vorigen Versuchen, n/5. 

Auch die Zusammenstellung in Tab. 1V ergibt einen gewissen Unter 
schied in dem Quellungsvermégen der Anionen —- als Kation wurde stets 
Na verwendet —, indem das Natriumrhodanat bei Zimmertemperatw: 
wie bei 37° Wirme, mehr Wasser absorbiert als das entsprechenc 
Chlorid, Acetat oder Nitrat. In der ersten Versuchsreihe haben wir 
bereits den Unterschied feststellen kénnen, welcher zwischen Rhoda 
naten und Citraten einerseits, und den Chloriden und Sulfaten anderet 
seits besteht. Hier wurde diese Beobachtung bestatigt, indem div 
Rhodanate etwa 29 g Wasser einsaugen gegeniiber 25 g bei Chloriden 
Steigt die Temperatur auf 37° Warme, so findet man entsprechend 
34g bei Rhodanaten und 32g bei Chloriden. 

Der wechselnde Wasserstoffionengehalt iibt auf die Quellung 
einen EinfluB aus, welcher schwer zu kontrollieren ist, da das pg wahrend 
des Versuches sich andert. Deshalb sind wohl die hier gewonnenen 
Zahlen gréBeren Schwankungen unterworfen. Soweit man _ urteilen 
kann, ist ein Unterschied zwischen dem Calcium- und dem Barium 
chlorid zu verzeichnen, indem das Bariumsalz weniger Wasser einsaugt 
als das Calciumsalz. Auch ist das Nitrat dem Chlorid gegeniiber weniger 
quellungsfahig. Das Ferrocyannatrium dagegen nahert sich seinen 
Verhalten nach den Chloriden. Die Werte, die man bei py gleich 3.4 
erhalt, fallen meistens aus der Reihe, indem zuweilen ein zu hohe: Na 
zuweilen aber ein zu niedriger Wert gefunden wird. 


Die hier angegebenen Zahlen diirfen also als orientierende angeselhe: 
werden und sind in den weiteren Versuchen nur zum Teil bestatigt: so ist 
zwischen Barium- und Calciumsalzen kein Unterschied bei den weitere 
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Tahe lle 
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Salz 


\cetat 


Acetat 


NaCl 


NaCl 


Nat 


Na- Ferre wVvan 


>t he iim Ot ibe S 


Ct i ge i OD 


A 
4 
5 


SN 








Abgegossene 


Flussigkeit 


“Ind Js) 1 = 


65.0 
hbo. 
66.0 
65.0 
66,0 
69.0 
73.0 
70 
68.0 
72,0 
71,0 
80.0 
79,0 
80.0 
79.0 
79.5 
Ss] Al 
70.0 
724) 
72.5 
73.0 
72.9 
71.0 


710 
69.5 
69.0 
70.5 
700 
HU. 


‘i 
‘ 
‘ 
‘ 
‘ 
‘ 


—NKWoe 


63.0 
66.0 
65.5 
64.5 
65,0 
65.5 
75.5 
76.0 
75.0 
75.0 
755 
750 
705 
70.5 
705 
7140 
70.0 
70.5 


60.5 
64.0 
65.0 
65.5 
62.5 
65.0 


70.0 
64.0 
64.0 





zs 


o or 60 09 69 DO 


IO 0 So lo 








Crewicht 


der Gelatine 


fh 0 =) 
a) & 
os 0 S. 


ee, ee 
— 


~ 


23.99 
23.22 
25.16 
24.50 
23.95 
24,74 
30.94 
30.57 
30.65 
30,70 
31.59 
30.80 


35.02 
35.41 
$4.53 
34.06 


37.08 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 








Abgegossene Gewicht rr 
Salz Pu vor Py nach Flussigkeit der Gelatine peratur 
ccm xg 
Ca-Chlorid 5,3 83,0 69.5 15,77 31,86 
D4 71.0 69.5 27,10 31,27 
5.4 70,0 70,0 29,09 30.31 
55 67,0 69.0 33,60 31,23 
5.6 68,0 70.0 30,25 31,78 
58 69.5 70.0 29.06 31,40 
Ba-Chlorid 5,2 73,0 71,0 26.15 29.87 
5,1 72.0 70,5 27,56 29.47 
53 74,0 70,5 25,81 29.93 
5.4 73,0 72.0 26,70 29,70 
5,2 73,5 71.5 26,45 29,42 
5.4 715 72,0 27,62 29,90 
Wasser 5,3 79.0 71.0 20,46 27,94 
5.6 73.5 69.0 20.81 28.01 
5,0 5.55 79.0 72.0 20,56 27,04 
6,0 5.5 79.5 71,0 20,24 28.81 
7.0 55 79.0 70,9 20,99 28.83 
9,0 54 790 69.0 20,53 27,51 


Versuchen gefunden. Ebenso ist bei gréBeren Konzentrationen der Unte: 
schied zwischen Nitraten und Chloriden ein anderer. Diese Ergebniss: 
sind deswegen so verschieden und undeutlich, weil die gebrauchten Lésunge: 
als n/5 zu wenig quellen und die existierenden Differenzen durch Tem 
peratureinfliisse verwischt und iiberkompensiert wurden. 

Wenn wir trotzdem die Versuche hier wiedergeben, so geschieht es. 
um das Schwanken der aktiven Aziditét zu illustrieren. 

Eine andere Versuchsreihe, dieselbe Frage betreffend, namlich den 
EinfluB der Aziditaét auf die Imbibition, wurde unter Beriicksichtigung 
obiger Fehlerquellen angestellt und erlaubt den SchluB zu ziehen, da! 
sowohl bei saurer wie bei alkalischer Reaktion das individuelle Verhalten 
der Salze deutlich zu sehen ist, da8 namlich die Rhodanate bedeutend 
energischer quellen als die Chloride und die Citrate, weiter, daB die Quellung 
bei py 3,4 fiir alle Salze ausgiebiger wird und auch hier die Rhodanate vie! 
empfindlicher sind als die Citrate. 

Die Versuche wurden hier bei wechselnder Temperatur ausgefiihrt 
und zeigen deutlich den EinfluB auf die Quellung. Die Unterschiede bei der 
verschiedenen Salzen treten bei héheren Temperaturen viel deutliche: 
hervor: so quillt die Gelatine in einer Rhodanlésung bei 10°C viel aus 
giebiger als bei 3° im Vergleich mit einer 4quimolaren Kochsalzlésung 
Es stelite sich heraus, da8 die Rhodanate und Chloride entschieden starke: 
quellen als die Citrate, ein Ergebnis, das mit der Hofmeisterschen Regel i: 
Ubereinstimmung ist und bei unseren fritheren Versuchen, wo die Ten 
peratur nicht streng genug eingehalten war, weniger deutlich hervortritt 

Entsprechend der Regel, nach welcher das Quellungsvermégen mi! 
der Konzentration steigt, finden wir die Quellung in der Pufferlésung ge 
ringer als in den Salzlésungen, welche neben der Pufferlésung Essigséur« 
und Natriumacetat noch die Citrat-, Rhodanat- oder Kochsalzlésung 


enthalten. 
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: n/4 CH,COONa und n/4 CH,COOH, px 3.5. 
er = 
lemperatur 
3 10—12 15—170 19—20 PH 
NaCSN, NaCl, 8.50 10,68 14,2 14.43 zertlossen 4 
NaCSN 8,57 10,61 14.52 14,93 " 
Citrat, Na 8,18 9,33 12,26 24.81 42 
7.76 9.35 11,54 24,18 - 
NaCl 9.92 11,53 16,40 26,44 2 
9,74 11,74 15,11 32.73 — 
Na-Acetat 11.84 13,43 17.92 32.39 2 § 
11,74 13,17 18.96 38.73 — 
lemperatur Temperatur 3°C nach 
) 
; 10 13 24Std. 48Std. 72 Std Pu 
NaCSN 9.41 12.74 11.87 11.67 11,52 11,53 46 
9.25 12.78 11,12 10,92 10.84 9.85 9 
Citrat, Na 10,61 11,91 13,45 13,73 13,90 14,13 48 
10,45 12,48 13,74 14,04 14,21 14.58 * 
NaCl 11,12 13,71 17,03 18.27 18,27 IBRD 4 
te 11,23 13,38 17,21 18,07 18,07 18,73 ; 
oe Na-Acetat 11,97 15,51 19,82 21.27 21,85 21,78 gg 
eer 14.05 16.40 I884 2099 2110 2151 ” 
em 
= Temperatur 
3 10 150 m»° Pu 
den NaCSN 8,48 9.89 zertlossen zerflossen 7 
ing 8,68 9.31 - 
la! 
. Citrat, Na 8,70 9,98 18.01 41 
w 9,12 10,37 16,28 , 
n 
me NaCl 10,84 12.47 97 
10,61 12,40 Kil 
Na-Acetat 12.13 13,79 8 
het 12,30 13,84 os 
ler - 
‘ n/2 NaCOOCH, und n'2 HOOCCH,, pu 3.4 
ie! 
Us Temperatur 
Te 3" 10 15 Pu 
it NaCSN, 6,43 zertiossen zerHossen 4 
n NaCSN 5,95 * 
tt Citrat, Na 12,73 13,89 17.76 43 
vit 12,31 13,53 18.40 . 
‘ NaCl 16,55 19.58 zertlossen 84 
re 14.94 16,66 ms 
" Na-Acetat 17,80 19,48 21,42 ni 
19.65 21,42 23.41 ie 
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Tabelle V (Fortsetzung). 


erski : 

















n/4 NaCOOCH, und n/4 HOOCCHL,, Pa 5,4 
Temperatur 
3” 10° 15 10 
NaCSN 7,72 8,62 12,97 
7.76 8,80 13,58 
Citrat, Na 7,74 8,23 13.55 
7,71 8,12 14,50 : 
NaCl 9.05 10,10 22,23 
8,95 10,69 21,79 
Na-Acetat 8,29 9.17 15,14 . 
8,24 9.00 14.67 ) 
n/4 NaCOOC H, und n/4 HCOOCH,, py 5,9 
Temperatur 
3 3 W 169 19—20 P 
Na-Acetat 6.935 6.79 7.10 9,53 12.39 ‘ 
6.60 6,73 7.14 9,30 11,89 
Citrat, Na 7,92 7,26 7.96 9.78 13,73 ‘ 
6,89 7.17 7,50 9.41 12.63 ’ 
NaCSN 8.49 9,00 Y¥,88 15.61 27,43 Q 
8,22 8.48 9,69 15,12 21,55 
Natl 7,22 7,67 8,23 10,14 14,11 & 
6.92 7.38 7.85 10.33 13.55 : 
n 4 NaCOOCH, und n/4 HCOOCH., pu 7.3 
lemperatur Temp. 19° C nach 
3 10" 15 19 24Std. | 48Sta 
NaCsN 9,12 9,91 13.633 zerflossen zerflossen zerflossen 646 
10,09 10,0 13,72 
Citrat, Na 7,95 8,21 9, 11,66 13,90 14.94 GE 
7.77 8,29 9,10 11,92 13,99 14,95 : 
NaCl 8.909 8.86 9.68 13.44 14.92 16,38 @ 
8,31 8.64 9.61 14,01 15.54 17,26 
Na-Acetat 7.61 7,78 8,77 10,62 12,11 12,58 Pa 
7.15 7.46 $52 10.31 12.34 13,03 
n4 NaCOOCH, und n 4 HOOCCH,,. pa 9.0 
Temperatur 
3 10 15 a0 Pr 
NaCSN 9,03 9.66 12.46 23.33 aT 
NaCSN 9.25 9,60 12,56 22,98 sas 
Citrat, Na 7.11 7,63 9,40 12,45 e9 
6.99 7,41 9.15 13,29 * 
NaCl 7,52 8,26 8,98 14.51 6.6 
7.46 8.19 951 13,72 ’ 
Na-Acetat 6.35 7.33 8.85 10.05 ac 
6.54 6.96 8,38 10,73 " 
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Im itibrigen bedarf die Tabelle keiner Erlauterung und gestattet ohne 
weiteres den Einblick in die Wirkung der Temperatur einerseits und der 
aktiven Wasserstoffionen anderseits auf das Quellungsvermégen. 

Die nachfolgende Tabelle VI enthilt Werte, welche iiber die 
(juellung der Gelatine in Salzsiure und Natronlauge berichten. Wo. Ost- 
wald und M. H. Fischer geben an, daB die Quellungskurve der Gelatine 
in Sauren zwei Knickungen zeige: ein Minimum. welches bei schwacher 
Siuerung zu sehen ist, und ein Maximum bei starkerer Konzentration. 
Jenes Minimum ist leicht zu iibersehen, wenn man im Anfang der 
\nséuerung die Siure nicht besonders vorsichtig zusetzt. Wir geben 
in der Tabelle zwei Zusammenstellungen: die erste soll ein Vergleich 
der Quellung in Salzsiure, Essigsiure und Schwefelsiure darstellen 
die zweite zeigt den Verlauf der Quellung in Salzsiure bei feineren 
Abstufungen des Saurezusatzes. 

Diese Zusammenstellung zeigt vor allem, daB die Quellung in 
Sauren bedeutend gréBer ist als in Salzlésungen, wo eine n/10 Lésung 
kaum eine Quellung verursacht und eine n/5 Lésung einen Gewichts- 
unterschied von etwa 5g ergibt, wahrend die Sauren 15 und mehr 
Gramm Unterschied machen. Weiter ist aus der Tabelle VI zu sehen, 
daB die Sauren, und zwar die hier untersuchte Salzsiure, bei der Ver- 
diinnung von !/,599 bis '/s999 eine geringere Quellung veranlaBt als das 
destillierte Wasser, welches sonst bei unseren Versuchen ein Minimum 
der Quellung erzeugte. Mit der weiteren Sauerung nimmt nun die 
Quellung erst langsam, dann rapid zu, bis sie bei n/60 py 1,6 oder 1,7 
ihr Maximum erreicht. Ein Unterschied von py 4,9 bis 3,2 ergibt eine 
Gewichtsdifferenz von 0.3 g, waihrend der Unterschied von pg 2.4 
bis 2,1 das Gewicht des eingesogenen Wassers um 5,0 g vergrOéBert und 
eine Steigerung der Aziditaét von py 2,1 bis 1,8 die Menge des auf 
gesogenen Wassers um 12,0 g erhéht. Dann nimmt wieder die. Intensitat 
der Quellung ab, so daB ein Unterschied von py 1,7 bis 1,5 eine Gewichts- 
differenz von kaum | g bedeutet. Betrachten wir die Differenz, welche 
zwischen der Aziditat der nach der Quellung abgegossenen Fliissigkeit 
und der Aziditat der urspriinglichen Lésung sich einstellt, so bemerken 
wir eine stindige Steigerung derselben parallel der eben geschilderten 
Quellungsaziditat. So ist bei py 4,9 der urspriinglichen Léisung das 
Pu der abgegossenen Flissigkeit 4,6, also eine Differenz von 0,3, wahrend 
bei einer Aziditat von py 3,0 die abgegossene Fliissigkeit ein py von 5,3, 
also eine Differenz von 2.3, ergibt. Bei py 2,0 ist das pg der abgegossenen 
Fliissigkeit gleich 3,2, also eine Differenz von 1,2, endlich bei py 1.5 
der urspriinglichen Fliissigkeit ist das pq 1,7, somit ein Unterschied 
von 0.2. Bei dem isoelektrischen Punkte, welcher fiir die Gelatine 
ungefahr bei py 4,5 zu liegen kommt, scheint der Unterschied am 
geringsten zu sein, oberhalb desselben ist die abgegossene Flissigkeit 
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Tabelle VI. 





Salzsaure Schwefelsaure Essigsaure 


Kon: in Kons Ge Kon. 


zen Pu Pra wicht zens Pu Pu | zen. Pu 
tration tration tration 








*/s 28,89 —_ a 
. — | 27,14) ! 2.5 
1), 29,94 - 27,55 } 2.6 
Vi; — | 30,72) 4/7, 28,09} 
: - 31,12 28.66 ! 2.8 
VY, 1,1 1,2 | 37,25 20 14 30,47 1 2.8 
15 | 1,6 | 44,17|) % 1,6 35,66 ' 3.0 
UN, 16 | 1,8 | 48,75) "yo = 1,7 38,30 4, 3,0 
. 1,7 1,9 51,06 || "eo 1,7 38.93 1 3.0 
1, 18 2,2 | 49,20 16 1,7 40,52 3,2 
Vion «61,9 | 24 | 46,90!) Yigg | 2,0 88,15 3,3 
Miso 2,2 | 2,6 | 37,02 wo «= 2, I 30.10 } 3,4 
‘soo | «62,3 | 2,8 | 32,34 yoo | 2,3 26,74 3.4 
oso «=—2,3 | 3,2 | 30,88 ~ . — 
t 500 2,8 4,0 21.61 1 600 2 4 19,74 3.6 
M000 3,0 | 4,4 | 15,70!) "900 46 15,25 — 
Wasser 7,6 54 | 14,13 - 
Salzsaure Wasser 
Pu Abgegossenes Wasser Gewicht der Gelatine 
nach HO Gewicht ' Pu HO Gewicht 
4.9 4.6 83.0 13,72 6,2 5,7 84.5 13.56 
4.4 4.6 83.5 13.64 = 
3,8 4.5 83,5 13,61 K 
3.2 4,7 85,0 13,32 5.9 5,7 82.5 14,75 
3,2 5,3 83,0 14,71 
3,0 5,3 83,5 14,00 
2,75 5,1 83,0 14,79 
2.65 5.0 82.5 15,02 6.0 5,7 84,0 13,18 
27 5,0 83.0 14,33 
2.6 4,9 82.3 14,86 
2.5 4.9 82.0 15,70 
24 48 81.5 16,44 6.6 5.8 83.5 13.94 
2.4 4.8 79.0 18,15 
23 4,75 77.5 19,63 
2,2 4,6 75,0 21,48 
2.1 45 73.5 23,89 5.4 5.8 82.5 14,05 
21 44 73,0 22.62 
20 3,2 69,0 26,47 " 
1,9 2.8 63,0 30,88 T 
1,8 2.4 62,0 34,81 6.4 5,8 84,0 13,79 R 
19 2.4 65,0 33,94 z 
1,85 23 62.0 36,10 h 
1.8 2.2 60,0 36,15 8 
1,7 21 59.5 37,31 6,1 5.8 85,0 15.0 
1,7 2,1 52,0 4458 T.20° . 
1,6 2,0 56.0 45,45 ~ 
1.6 1,9 57,0 39,73 \ 














Ge 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Salzsaure Wasser 


Abgegossenes Wasser Gewicht der Gelatine 


PH PH 

vor nach HO Gewicht Pu Pu Gewicht 
15 1. 57,0 37,37 T. 20° 7.3 5.8 86.0 10.18 

1.6 l, 63,9 34,82 

1.5 1, 65.9 33,40 

1.5 1.6 67.9 32.07 

1.4 1,6 67.5 31.73 6.6 5.7 SS.5 9.37 T.17' 
1,7 2.0 67.0 32,33 T.17° 

1.65 1.9 66.0 32.37 

1,6 1, 68,0 31,88 

1.5 1, 68.5 31.27 


saurer, unterhalb mehr alkalisch. 


Ahnliches haben wir iibrigens bei 
der Gelatinequellung in Salzlésungen beobachtet, wo sowohl das Wasser 
wie die Salzlésung nach 24stiindigem Verbleiben mit der Gelatine ein 
pa von 5.6 bis 5.3 zeigte, wobei der Unterschied bei der urspriinglichen 
Aziditat von 3,0 etwa 2.2 betrug, waihrend er bei der urspriinglichen 
Lisung von py 9 — 3,0 bis 4,0 ausmachte. Bei gepufferten Lésungen war 
der Unterschied selbstverstandlich geringer, wobei die sauren Losungen 
besser pufferten als die alkalischen. 
Wir geben jetzt den Quellungsverlauf in Natronlauge wieder 


Temperatur 18°. 





Konzentration Pu Gelatinegewicht Konzentration Gelatinegewicht 
Use 10,0 36,63 My 27,47 
hs 9.8 33,37 : 26.54 
Pe 98 30,73 : 26.76 
1/40 YS 31,52 1 s0 26,88 
1 9,8 30,57 en 27,72 
Mas 9,8 31,80 50 28:85 
100 9.6 28,53 Veo 28 9S 
550 9.2 25.14 M50 29.68 
Mos : 28.97 





Die Quellung in Natronlauge zeigt heinen gleichmaBigen Verlauf; 
abgesehen von den geringen Abweichungen, die auf den EinfluB der 
Temperaturschwankungen zuriickzufiihren sind, finden wir eine 
Steigerung des Quellungsvermégens bei n/40, welche bis zu n/70 dauert, 
hier ihr Maximum erreicht und dann wieder, der Verdiinnung ent 
sprechend, fallt. Die Quellung in Natrenlauge ist also bei grober Kon 
zentration groB, nicht wie in Siuren, wo eine Koagulation einzutreten 
scheint, dann aber verlauft sie iiber ein Maximum. welches mit dem 


Ebensolchen 


Maximum der Saurenquellung nahezu tibereinstimmt 
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Verlauf nimmt die Quellung in Essigsiure, wie aus der Tabelle 
sehen ist. Die Quellung in der Schwefelsiure nimmt dagegen dense|! 


Verlauf wie in Salzsiure, nur ist das Maximum etwas gegen die alkalisc| 
Seite verschoben. 

Der Einflufi der Konzentration auf die Quellung in Salzlésungen ist 
aus der Tabelle VII zu ersehen. 

Diese Zusammenstellung ergibt deutlich dieselben Unterschiede j; 
dem Quellungsvermégen der verschiedenen Salze, welche -wir bei de: 
Betrachtung der ersten Tabelle vermutet haben. Dort wurde auf div 
Wasserstoffionenkonzentration hauptsachlich Gewicht gelegt, und die 
Gewichtsunterschiede der gequollenen Gelatine treten weniger hervor 
da sowohl die n/5 Salzkonzentration wie die 1 °,,ige Gelatinemenge sehr 
gering genommen waren. Bei 2- und 3°,iger Gelatine lie} sich bereits 
der Unterschied merken: die Rhodanate bewirken eine ausgiebigere 
Quellung als die iibrigen Salzlésungen, die Citrate dagegen eine geringer: 

Das Gesagte tritt hier, wo bei 1°.iger Gelatine steigende Kon 
zentration der Salzlésungen verwendet wurde und wo stets zwei 
Salzlésungen gleichzeitig zur Beobachtung kamen, viel besser hervor 
Die Reaktion wurde bei den Versuchen auf 5,5 gehalten, da uns die 
friihere Beobachtung lehrte, daB auf diesen Wasserstoffionengehalt 
die Salzlésung meistens zuriickgeht oder steigt. Die Konzentrationen 
waren n bis n/10, nicht molar, was angesichts der Loebschen Versuch 
besonders hervorgehoben werden mul. 

Wir sehen aus der Tabelle, dab die Rhodanate beinahe doppelt 
so stark die Gelatine quellen als die Sulfate und die Chloride. Die 
Citrate und Tartrate bewirken eine geringere Quellung, wobei cir 
Steigerung der Konzentration: bei Citraten die umgekehrte Wirkung 
hat, indem aie Quellung mit der Konzentration abnimmt, statt zu 
steigen. 

Die Vermutung, daB die Quellung mit der Léslichkeit im Zusammen 
hang stehen mag, hat sich nicht bestatigt: der Vergleich des Kaliun 
und leichtléslichen Natriumnitrats mit dem verhaltnismaBig schwer 
léslichen Natriumehlorid ergab zwar keinen Unterschied zugunsten 
des leichtléslichen Salzes, aber wir konnten keinen Unterschied 
finden zwischen dem Quellungsvermégen des zerfliebBenden Calcium 
chlorids und dem weniger leichléslichen Bariumchlorid. 


Eine besondere Versuchsreihe wurde der Frage der Wirkung der 
Salzmischung auf die Quellung gewidmet. Angesichts der Wichtigkeit der 
Kalium-, Natrium- und Calciumsalze fiir die Biochemie haben wir die 
obengenannten Salze in verschiedenen Konzentrationen verwendet, so aber, 
daB die Lésung fiir jedes Salz n/5 blieb. Von diesen n/5 Lésungen wurde: 
z.B. 20cem Natriumchloridlésung, 40cem Kaliumchlorid und 40 cen 
Caleiumchlorid verwendet. Das Volumen betrug, wie in allen unseren 
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Tabelle VIII. 


Temperatur 19°¢ 
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cl KCl —_ ra Gewicht der Gelatine — CaCl, KCI Ne cl 
m ccm com nach 24 Std com com ccm 
iD 20 70 4.8 13,87 16,30 5.0 10 2» 70 
20 20 60 4.8 13.64 16.12 5.0 20 0) 60 
aU 20 50 48 13,74 16,68 5,0 30 20 50 
40 20 40 4.8 14,17 16,43 5.0 40 28) 40 
0 20 30 4.8 13,96 17,79 5,0 50 20 30 
60 20 20 48 13.51 18.35 5.0 60 20 20) 
70 20 19 48 14.36 18.11 5.0 70 20 10 
CaCly, n/5 4.9 14,81 17,39 6.8 CaCl, n5 
KCL, o/5. 4.8 13,66 14.28 55 KCl, n5 
NaCl, n/5 4.5 13,77 15,44 5.5 NaCl, n5 
Wasser, Temp. 18°¢ 5.6 12.80 14,13 5.0 Wasser, Temp. 19°C 
Temperatur 19°C. 
NaCl . 
CaCl, KCI nis Pu Rt Vis. OS a ee Pu Rf Vis. O.S 
cm ecm com 
10 20 70 56 206 544 90 18,00 4.6 23 4 Ys 
18,22 
2 80 | 50 56 21,0 544) 90 17,48 45 23 57,4 99 
16,24 
30 40 80 | 5,7 | 20,7 | 5360! 91 17,65 46 23 58,9 100 
18,07 
40 50 10 5 21,0 540 9 18,73 46 225 614 Qs 
19,07 
Wasser T. 19° 55 16,0 54,2 91 14.35 5,4 17. 582 100 
5 20 75 .6 | 21.0 52.4 90 17,80 46 223 522 99 
17.66 
20 80 50 5,7 21 52,3 90 18,03 4.6 925 518 97 
17,57 
25 40 35 a7 21 52.4 90 18,09 4.6 22.5 52.8 99 
18,14 
Wasser, T. 19°¢ 5.5 16 50.6 90 14.80 4.6 163 500 YS 
CaCl, KCI — l - Gewicht der Gelatine * CaCl, KCI os l 
com com com nach 24 Std com com com 
19 70 20 4.8 14,66 14,29 4.8 20 70 10 
20 69 20 4.8 14,99 14,42 4.8 20 60 20 
30 50 20 4.8 15,25 13,99 48 20 50 0 
40 40 20 4.8 14.63 13.95 48 20 40) 40) 
DO 30 20 4.8 14,75 13.63 4.5 20 30 50 
60 2) 2% 48 15.54 13.75 4.8 20 2) 60 
70 10 20 4.5 15,30 13.44 4.8 20 10 70 
Gew. d 
Cal ly, no) 4.8 16.19 15.76 Pu Gelatine 
KCl, n 5 48 13.36 13.30 
NaCl, n5 4.8 12.43 13.57 Wasser 4.8 12,20 
lemp. 18°¢ 12.17 
12.56 
12,15 
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Tabelle VITT (Fortsetzung). 


3g Gelatine auf 100g Wasser. Temperatur 18°C. 





= oe — _ I Pu Gewicht der Gelatine 
com com com vor nach nach 24 S: 
10 20 70 5,6 4.8 41,37 
20) 2) 60 5.6 45 41.30 
30 20 50 DS 4.58 41.13 
40) 20 40 5.6 48 40.67 
yO °2%00 30 5.6 4.8 43.08 
60 HA) 1h) 5.6 4.8 44.23 
70 20 10 Db 4.8 44.31 
CaCly, n5 : S ee 6,1 4.8 47.15 
KCl, n/d ee ee 5.6 4.8 40,62 
NaCl n5 . et : 5.6 4.8 39.83 
Wasser, Temperatur 18°C. . 6.0 4,7 41,00 
6.0 48 38.51 
10 20 70 55 4,8 39,98 42.81 
2% ”) 60 55 4.8 39.66 43.31 
30 20 50 5.5 4,8 41,19 44.12 
40 20 40 5.5 4.8 41,55 44.99 
40 20 40 5,5 4.8 41,25 44.61 
OE ee ee 5.5 4.8 44,72 47,70 
KCl, nf .. oe oro 55 4.8 37,60 41,88 
Wasser, Temperatur 18°( 5,9 4.8 37,53 41.80 
10 70 20 5.6 4.8 39,27 
20 60 20 5.6 4.8 38,42 
30 50 20 5.6 48 38.07 
40 40 20 5.6 4.8 38,27 
40 40 20 5.6 4.8 39.17 
50 30 20 5.6 4.8 38,11 
60 20 20 5.6 4.8 38.28 
70 10 20 5.6 4 38,44 
Se j 5,6 4.8 45,80 51,46 
I ee 5,6 4.8 41,31 44.26 
 < 3 5,6 48 41,01 47,41 
Wasser, Temperatur 18°C . . 5,6 4.8 38,82 42.04 


Versuchen, 100 cem, wobei bald das Kaliumchlorid, bald das Calcium 
chlorid oder das Natriumchlorid in konstanter Menge, die beiden anderen 
in wechselnden Mengen zugesetzt wurden. Auf diese Weise arbeiteten wi 
stets mit isoosmotischen Lésungen und sollten nach den bei der Quellung 
geltenden Regeln die gleiche Quellung erwarten, abgesehen von den von 
der Natur der Salze abhangigen Faktoren. 

Es ergab sich nun, wie aus der Tabelle zu ersehen ist, keine einheitlich« 
Quellung. Da das Calciumchlorid eine starkere Quellung bedingt, so diirft« 
man erwarten, daB die Calciummenge maBgebend sein wird. Es ist dies auch 
zuweilen der Fall, aber lange nicht immer und nicht regelmaéBig. So ist z. B 
bei konstanter Kaliumchloridmenge ein Minimum bei gleicher Calcium 
menge und bei dreifacher Natriummenge zu beobachten. Bei konstante: 
Calciumchloridmenge ist dieses Minimum der Quellung bei gleichen oder 


ss 
M 
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hezu gleichen Mengen der beiden anderen Salzlésungen ersichtlich. Bei 
istanter Natriumchloridmenge endlich finden wir das Minimum der 
iellungen ungefihr in derselben Stelle. d.h. bei gleichem Gehalt der 
len anderen Salze. Damit das beobachtete Minimum deutlicher hervor- 
te, haben wir eine 3° ige Gelatine verwendet und die Quellung auf 
itere 24 Stunden ausgedehnt. Auch hier lief sich das Minimum finden, 
ver kaum deutlicher als bei der 1°,igen Lésung. Das Verweilen wahrend 
is Stunden bringt mit sich einen Ausgleich der Differenzen. so da®B das 
Minimum undeutlich wird und dem Finflu8 der Calciumsalze Platz macht. 
Die Entscheidung der unserer Meinung nach wichtigen Frage glauben 
vir durch weitere Versuche, wo die Dauer der Quellung in Rechnung fallt, 
eher zu finden. 
In zwei Versuchsreihen haben wir die Refraktion, die Viskositat und 
e Oberflichenspannung (Rf.), (Vis.), (O. 8.) vor und nach der Quellung 
bestimmt und alle Werte nach der Quellung gréBer gefunden, was wohl 
waif der Léslichkeit der Gelatine beruhen wird. 


Der EinfluB8 des Saurezusatzes auf das Quellungsvermégen der 
Salzlésungen soll in der Tabelle IX gezeigt werden. Bekanntlich be- 
wirken die Sauren eine viel ausgiebigere Quellung als die Salzl6sungen. 
\uch ist das Auftreten eines Maximums der Quellung bei n/60 bis n/70 
Saure eine bekannte Tatsache. Es war nun zu erfahren, wie ein Saure- 
zusatz auf die Quellung in Salzlésungen bei gleichem und bei ungleichem 
lon wirken wird und wie sich tiberhaupt die Quellung bei Saurezusatz 
gestaltet. Dab ein Saurezusatz die Quellung steigern wird, war voraus- 
zusehen, dal andererseits ein Salzzusatz die Quellung durch Sauren 
schwicht, wurde von Wo. Ostwald im Jahre 1905 bereits festgestellt. 


Unsere Versuche zeigen nun iibereinstimmend, daB der Saure- 
zusatz auf die Quellung der Gelatine einen férdernden EinfluB hat: 


n/5 KCl bewirkt eine Gewichtssteigerung von 14,8 g, 

n/5 KCl und n/50 HC! eine solche von 23,39 g, 

n/5 NaCl und n/50 H,SO, eme solche von 18,99 g, 

n/5 NaCl ohne Saure eine solche von 12.71 g, 

n/5 NaCl mit Saéure und n/50 HC! eine solche von 17,062, 

n/5 Na, SO, ohne Saure eine solche von 12,78 g, 

n/5 Na,SO, mit Saure und n/50 HCl eine solche von 15,97 g, 

5 Na,SO, mit Saéure und n 50 H,SO, eine solche von 13,50 ¢ 


~ 


Dieser Auszug aus den Tabellen soll darauf hindeuten, dab sowohl 
das gleichnamige wie das ungleichnamige Ion eine deutliche Steigerung 
der Quellung bedingt. Es wurden auch keine wesentlichen Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Kombinationen von Salzen verzeichnet 
sowohl NaCl mit H, SO, wie Na, SO, mit H Cl quellen gleich stark, und 
zwar immer stirker als die reine Salzlésung und immer schwacher als 


die Saure. 


Weiterhin muB hervorgehoben werden, dai} die bei Sauren beob- 
achtete maximale Quellung hier zu fehlen scheint 


Die Saure wirkt 
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Tabelle 1X. 
aa Pi = der Gelatineg © PU am 
vor nach n.24Std. vor 
n/d KCl 155 1,75 1644 2368 1,6 n5SKCl n/20 Hi 
16,33 25,66 1,8 D5 KC n/30 Hi 
nd KCI 16 1,8 , 1625 25,85 1,8 nOKCL n/40 Hi 
16,26 27,50 1.9 n/O KCI n/50 He 
n5 KCl 17 20 16,75 2339 20 n/O KCl, n/60 He 
16,31 24,21 2.0 nSKCL n/7OH 
n5 KCl 18 2,2 | 16,25, 22,03 | 23 n5SKC n/S8O Ht 
16.27 19,35 24 nOKCL, n/100 He 
Wasser, Temp. 17°C 6,0 58 948 13,138 4,7 Wasser, Temp. 18 
9,35 14,80 4,7 n/d KCI 
41,73 | 24 n lOO HC!) 
36.41 1,6 n 30 HC] 
n/5 KCl 1.8 24.20 39,51 1,8 n 30 HCl 
n5 KCl 1,9 21,37 4140 19 n 50 HC] 
nid KCl 2.0 19,23 40,96 2.0 vn 60 HCl 
n/d KCl 2.0 19,31 4295 2,0 n/70 HCl 
n/5 KCl 4,8 1549 15,57 4,8 Wasser, Temp. 19 
n/5Na,SO, | 1,8 18,79 3228 1,4 n 20 HCl 
n/5Na,SO, 2,2 16,35 38,69 1,8 n/50 HCl 
n/60 HCl, n/'5 Na,SO, 2,4 15.97 40,22 2,0 n60 HCl 
n/70 HCL, n/b Na, SO, 2,8 15,59 43,93 2,1 n 70 HC! 
nS NagSO, 4,8 12,78 12,71 4,8 Wasser, Temp. 18° 
n/20 H,SO,4, n/5 NaCl 1,8 19,08 23,08 1,4 n/20 HySO, 
n50 H,SO,4, n/5 NaCl 2,2 18,99 26,1! 1,8 n 5G HySO, 
n/60 H,SO4, n5 NaCl 2.4 19,09 27,71 2,0 n 60 H,SO, 
n/70 H,SO,4, n/5 NaCl 2,8 17,44 28, 2,1 n70H,SO, 
n/>NaCl 4,8 12.71 Wasser, Temp. 18° 
n/20HyS04,n 5Na,SO, 1,4 14.09 21,22 1,4 n/29 H,SO, 
n/SOH,SO,, n/5 NagSO, 2,2 13,50 22,39 1,8 n 50 H)SO, 
n/60 HySO,4, n/5 Na,SO, 2,4 13,26 22,05 2,0 n/60 HySO, 
n/70 H.SO4,n 5NagSO, 2,8 13,57 23,31 2,1 n/70 HS 0, 
n/} Na, SO, 4,8 11,24 1049 (54 Wasser, Temp. 17° 
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Tabelle XI (Fortsetzung). 





Gewicht 
aie PH der Gelatine Pu ee 
vor nach n.24Std. vor nach 

HCl n5CaCl, 1,6 16,44 18,79 14 n5CaCl, n30HC1 

16,33 18,55 
18.41 18 nd5CaClh, n40 HC! 

40>HCl n5CaClh, 1,65 16,25 18,72 
16,26 17,92 2,6 nd5CaCh, n/50 HC! 

SOHC] n/dCaCly | 1,7 16.75 17.61 
16,31 1417 3,1 n/5CaCh, n/60HCI 

HOHC] n/dCaCl, 1,8 16.25 14,06 

16,27 

Vasser, Temp. 17°C 6,0 948 968 5.6 Wasser, Temp. 17° ( 


935 961 


WHC n5 NaCl 1.5 17 1684 1669 16 19 n40HCL n5 Natl 
16,86 16,11 
40HCl n5NaCl 16 18 17,18 16,76 16 2.0 n/45 HC) n5 Nall 
16.87 16,56 
L\OHCL nSNaCl |1,7 1,9 17,06 16,71 1,7 21 n50OHCL n5dNall 
16,88 16,53 
n60HCl nSNaCl 18 21 16,00 1639 18 21 n/60HC) n5Nall 
16,99 16,54 
Wasser, Temp. 17°C 10,11 9,50 Wagser, Temp. 17° ( 
9.73 961 


in diesem Falle wie ein Salz und bewirkt die Quellung proportional zu 
ihrer Konzentration. Wenn wir nimlich die Quellung in einer Siure 
von n/20 Konzentration mit der von n/50 vergleichen, so finden 
wir, daB die letztere eine starkere Quellung bedingt. Nicht so bei 
Salzlésungen, wo trotz der Siiure die Quelluag proportional der 
Konzentration verlauft. Es geniigt, die nebeneinander verlaufenden 
Reihen der Gelatinegewichte zu vergleichen, um das Gesagte deutlich 
zu machen: die Salzreihe verlauft fallend, die Siurereihe steigend. 

Es ist der EinfluB des Salzzusatzes auf die Quellung in Sauren 
deshalb von Wichtigkeit, weil er auf den Zusammenhang hindeutet, 
den wir zwischen Léslichkeit und Quellungsvermégen vermuten. Die 
Frage nach der Quellung in Saéuren und Sauregemischen soll Gegenstand 
einer weiteren Untersuchung werden, ebenso wie die des Unterschieds, 
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Tabelle X. 





E. Hamerski: 





Konzentration 


n 
n4 
n/l0 

W asser 


n 
n/4 
ni lO 
W asser 


n 
n4 
n 10 

Wasser 


tM 

n 
n/4 
n/4 
n4 
n/10 
n/1l0 

Wasser 


n 
n/4 
n 10 
Wasser 


n 
n4 
n/10 

Wasser 


n 
n/2 
n/4 
n 10 


Wasser 


n 
n2 
n4 
n10 

Wasser 


n 
n4 
n 10 
Wasser 


Pu 
vor nach 
Traubenzucker 

6.4 5.6 
5.9 5,6 
5,4 5.6 
53 5.6 
6.4 5.7 
5.9 59 
54 5.9 
5.3 5.9 
6.4 5,7 
59 5.8 
54 5.7 
5.3 58 

Harnstoft 60 
6.6 5.7 
6.6 5.8 
6.0 58 
6,0 5,7 
6,0 5.7 
5,8 5,7 
5.8 5,7 
5.3 5,7 
5.4 5.7 
6.6 59 
6.0 58 
5,8 5.8 
5.4 5,8 
5.9 5.7 
5.9 5.8 
5S 58 
D7 5.7 

Thioharnstoft 72 ¢ 

6,2 6.6 
6,0 59 
6,0 59 
5.9 5.8 
5.4 5,7 
6.4 6.6 
6,0 5,7 
59 5.8 
5.8 5.9 
5.4 58 
6,8 5.8 
5.8 5.8 
5.8 58 
5.4 5.9 


Gewicht der Gelatine 


14.66 
13,88 
13.48 
13.42 


12.57 
11,74 
11,80 
11.38 


10.01 
9,49 
9,22 
917 


g in | Liter Wasser 
22.31 
24,68 
15,52 
18.83 
14,64 
14,23 
16,41 
14,55 
16,29 


13,76 
10,13 
9 60 
9.38 


11,28 
8.02 


~J< 
~I = 
w- 


in 1 Liter Wasser. 
zertliebt 
21,58 
24,47 
18,44 
16.48 


zertliebt 
18,82 
11,35 
10,24 
9,33 


15,14 
9,74 
8,17 
7.56 


nach 24 Std 


198.11 ¢ auf 1 Liter Wasser 


Pu 6.2 


Temry 


10 


~ 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





) Gewicht der Gelat r 
ynzentration Pa — padbetsccotene: Temperatur 
vor nach nach 24 Std °c 
Alkohol 46,06 g in 1 Liter Wasser. py 6,0 
n 6.0 5.8 13.35 1) 
n4 59 58 15.11 
n 10 58 5.8 14,98 
Wasser 54 57 15.04 
n 6.0 59 15.76 14,55 
n4 5.9 D8 16,32 15,78 
n/l0 5.8 5,7 16,46 15,72 
Wasser 5.4 5,7 15.92 15,48 
n 6.6 6,0 10,55 10 
n4 6.0 6.0 10.64 
n/10 6.0 5.9 10,64 
Wasser 54 5.7 10,33 
n 6.7 D8 6,70 0 
n4 6.0 5.9 7,33 
n/10 59 5.8 8,07 
Wasser 54 5,7 7.94 


den man bei verschiedenen Konzentrationen und verschiedenen Disso- 
ziationen der Siure findet. 

Die Quellung der Nichtelektrolyten, welche in dieser Tabelle zusammen - 
vestellt ist, zeigt im groBen und ganzen dieselbe Eigentiimlichkeit, welche 
wir bei der Quellung der Elektrolyten kennengelernt haben. So ist die 
lemperatur fiir die Quellung mabgebend, ebenso wie die Konzentration, 
dagegen ist die Intensitét der Quellung um vieles geringer. Als Nicht 
elektrolyte benutzten wir Traubenzucker, Harnstoff und Thioharnstoft 
hei neutraler Reaktion. Die Temperatur war 3°C, 10 bis 12°C und 17 
his 20°C. Die Konzentration der Gelatine war stets die gleiche, naémlich 
1g auf 100, die der Nichtelektrolyte n/4 und n/10. Die Dauer der Quellung 
24 Stunden. 

Wie aus dieser Zusammenstellung folgt, zeigen die nichtelektro- 
lvtischen Lésungen dasselbe Verhalten gegeniiber der Gelatine wie die 
elektrolytischen Lésungen, indem auch hier die Quellung mit der 
Konzentration und der Temperatur zunimmt. Das Quellungsvermégen 
ist dagegen um vieles geringer als bei Salzlésungen. Von dieser all. 
gemeinen Regel finden wir nur bei Alkohol eine Ausnahme, indem der 
46 °.ige Alkohol die Gelatine zum Teil koaguliert und wohl dadurch 
die Quellung herabsetzt. Andererseits lésen die normalen Lésungen 
von Harnstoff und Thioharnstoff die Gelatine auf und vereiteln auf 
diese Weise eine genaue Gewichtsbestimmung, besonders bei hoher 
Konzentration. 


Um den EinfluB der Temperatur auf die Quellung deutlich zu machen, 
haben wir als quellende Substanz eine n/60 Salzsiurelésung verwendet, 


21* 
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da bekanntlich diese Konzentration das maximale Quellungsvermégen z« 
Neben der Salzsiure wurde zum Vergleich Wasser benutzt. Die Quel! 
wurde bei 4 bis 5°, 8 bis 9°, 10°, 12 bis 13°, 15° und 19,5° vorgenomn 
Es wurden die gequollenen Celatineproben nach 24 Stunden und da 
nach 48 Stunden gewogen. Von allen Proben wurden drei Stiick gebrawuc |) 
und der Durchschnitt genommen. 


Tabelle XI. 





Gewicht der Gelatine Temperatu: 


Konzentration 
nach 24 Std. nach 48 Std. Cc 

HCl n 60 22.41 23,14 4 
Wasser 7,59 7,63 

HC] n 60 23,94 26,42 8 
Wasser 7.95 

HCl n/60 23,01 26,00 10 
W asser 8.48 9.01 

HCl n/60 28.40 81,77 12,5 
Wasser 9.17 10,32 

HCl n/69 30,49 33,84 15 
Wasser 10,66 11,23 

HCl n/60 36,24 39,85 17 
Wasser 11,65 12.91 

HCl n/60 43,54 47,09 19.5 
Wasser 14,72 16,69 


Diese Zusammenstellung zeigt erstens die Abhangigkeit von der 
Temperatur, welche auch bei den Nichtelektrolyten deutlich war 
zweitens die bedeutende Steigerung der Quellung bei héheren Tem 
peraturen. Zeichnet man eine Kurve, welche die Werte als Ordinaten 
die Temperatur als Abszissen enthalt, so sieht man, dem Steigen der 
Temperatur entsprechend, einen immer steileren Verlauf. 


Zusammenfassung. 


Die hier dargestellten Versuche wurden mit der Absicht aus 
gefiihrt, die Gesetze der Quellung mittels einer méglichst genauen 
Methode zu kontrollieren. Die Methode beruht auf der Bestimmung des 
Gewichts der gequollenen Gelatine, welche in feiner Verteilung dem 
EinfluB von Salzlésung oder Saurelésung wahrend 24 Stunden bei genau 
bestimmter Temperatur ausgesetzt wurde. 


Es wurden verschiedene Salzlésungen von der Ho/meisterschen 
Reihe bei gleicher Wasserstoffionenkonzentration der Quellung unter 
worfen oder die Quellung desselben Salzes bei verschiedener Lonen 
konzentration gemessen. 
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Es wurde die Quellung der Gelatine bei verschiedener Salz- 
konzentration bestimmt und die Quellung in Sauren von verschiedener 
Starke. 

Es wurde die Quellung bei verschiedenen Warmegraden fiir Wasser, 
Siure und Nichtelektrolyte gemessen. 

Es wurde die Quellung in verschiedenen Salzlésungen ihrer Léslich- 
keit gemaB gepriift. 

Es wurde die Quellung in Salzmischungen der K-, Na- und Ca-Lonen 
in verschiedenen Konzentrationen verglichen. 

Es wurde der Einflu®B eines Saurezusatzes bei Salzlésungen, sowie 
der EinfluB des Salzzusatzes bei Siiurequellung untersucht 


Ergebnisse. 

1. Die Quellung der Gelatine ist von der Konzentration der Salz 
lisung direkt abhangig, und zwar nimmt die Quellung mit der Kon. 
zentration zu. 

Von dieser Regel machen Ausnahme: Alkohol und die Citrate. 

2. Die Quellung der Gelatine nimmt mit der Temperatur zu, dabei 
iibt die héhere Temperatur einen gréBeren EinfluB aus, so dab die 
Kurve anfangs flach, dann bedeutend steiler verlauft. 

3. Siuren bewirken eine bedeutende Quellung im! Vergleich mit 
Salzlésungen, und zwar quellen die Mineralsauren, Salz- und Schwefel- 
siure, entsprechend ihrer Normalitaét, beinahe gleich und zeigen in 
einer n/60 Lésung bei pg 1,7 bis 1.8 ein Maximum der Quellung. Essig 
siure verhalt sich anders: sie quillt, ihrer Konzentration entsprechend, 
wie Salzlésungen, nur bedeutend starker, und die Quellungskurve hat 
einen gleichmaBigen Verlauf. Die obengenannten Mineralsiuren dagegen 
quellen anfangs schwacher als oD sie koagulierend wirkten —, dann 
immer starker, bis zum Maximum. und von da an verhalten sie sich wie 
Salzlésungen, d.h. die Quellung nimmt mit fallender Konzentration 
ab. Unter einer Konzentration von n/1000 tritt wieder eine unbedeutende 
Schwachung des Quellungsvermégens ein, so daB eine ganz verdiinnte 
Saure weniger quellend wirkt als destilliertes Wasser. Die Quellungs- 
kurve der Mineralsiuren zeigt also, von der schwachsten Konzentration 
angefangen, den folgenden Verlauf: Anfangs eine unbedeutende De 
pression, dann eine Steigerung, der zunehmenden Konzentration ent 
sprechend, bis zu n/60, und weiter eine Abnahme des Quellungsvermégens 
mit steigender Konzentration. 

4. Destilliertes Wasser hat das geringste Quellungsvermégen 
Nur Alkohol und Citrate bewirken unter Umstanden eine geringere 
Quellung als Wasser. 
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5. Die meisten Salzlésungen bewirken eine ausgiebige Quellu 
der Gelatine, der Konzentration proportional. Von den Anionen quellen 
die Rhodanate am starksten, die Citrate und Tartrate am schwiichst: 
Von den Kationen sind die Calciumionen bevorzugt. Es scheint di 
Léslichkeit der Salze nicht ohne EinfluB auf das Quellungsvermége: 
zu sein. 

6. Salzmischungen zeigen additives Quellungsvermégen, wenn 
auch eine Bevorzugung eines gewissen Salzverhiltnisses nicht aus 
zuschlieBen ist. Jedenfalls behalt ein Kation seinen individuellen 
Charakter in der Mischung. 

7. Saurezusatz zur Salzlésung steigert das Quellungsvermégen 
Zusatz von Salzlésung zur Saéure vermindert dagegen ganz bedeutend 
das Quellungsvermégen der betreffenden Siure; eine Art Zuriick 
drangung der lonen. 

8. Die Nichtelektrolyte zeigen einen bedeutend geringeren Einflui: 
auf die Quellung, mit Ausnahme der Harnstoff- und Thioharnstoff- 
losung, die gleich den Rhodanaten und den Calciumsalzen die Gelatine 
zum ZerflieBen bringt und eine ausgiebige Quellung bewirkt, vielieicht 
im Zusammenhang mit der Léslichkeit dieser Koérper. 

Wollte man aus obigen Befunden auf die Wasserverteilung im 
Organismus Schliisse ziehen, so diirfte die Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration als maBgebender Faktor betrachtet werden, daneben 
kommen in Betracht die Calciumionen als férderndes Moment, und dic 
organischen Anionen als hemmendes Moment. 

Uber den Quellungsproze8 selbst 14Bt sich bis jetzt kein end 
giiltiges Wort sagen. Aus allen bisher geéuBerten Meinungen darf man 
vermuten, da es sich um einen physikalischen ProzeB handelt. Die 
Abhiangigkeit von der Temperatur und von der Konzentration be- 
statigt diese Theorie. Als eine weitere Stiitze davon ist die in unseren 
Versuchen beobachtete Abhingigkeit des Quellungsvermégens von der 
Léslichkeit zu betrachten. Das Eindringen des Wassers zwischen die 
Micellen der Gelatine diirfte mit der Beweglichkeit der Salzmolekiile 
und ihrer Kleinheit zusammenhangen, 

Diese Eigenschaften decken sich zum Teil mit unserer Vorstellung 
iiber die Léslichkeit der Salze. 

Es soll in den weiteren Versuchen die Frage nach dem Wesen des 
Quellungsprozesses durch die Bestimmung der Geschwindigkeit der 
Quellung niher erértert werden. Vorliufig diirfen wir die von J. H. 
Northrop (Journ. of gen. Physiol.) geauBerte Auffassung, nach welcher 

die Quellung eine Art Lésung sei, als die richtigste bezeichnen: denn 
sowohl die Abhingigkeit von der Temperatur, von der Konzentration 
als auch die von uns betonte Relation zwischen der Quellung und der 
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ichkeit scheint dafiir zu sprechen, daB die Quellung mit der GriBe 
ey ler Molekiile und ihrer Beweglichkeit im Zusammenhang steht. So 
lirt sich am leichtesten die besondere Stellung der Siiuren, der 
fluB des Salzzusatzes auf die Quellbarkeit durch Siuren und die 
ermutete optimale Quellung bei Salzgemischen 
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Uber einige 
physiko-chemische Erscheinungen wihrend der Regeneration, 


Il. Mitteilung: 


Messung der Wasserstoffionenkonzentration in regenerierenden Extremititen 
der Krabbe Paralithodes camtschatiea. 


Von 
N. Okuneff. 


(Aus der biologischen Station zur Erforschung des Stillen Ozeans, Wla 
wostok, U.S. 8. R.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1929.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Vor kurzem wurden von mir in dieser Zeitschrift Resultate de: 
pu-Messungen in regenerierenden Axolotl-Extremitaten veréffentlicht ! 
Zur Deutung der dabei beobachteten Azidosewellen (vgl. |. ¢., S. 427 
schien es mir nun lohnenswert, parallele Messungen der Wasserstof! 
ionenkonzentration bei der Regeneration auch auf anderem Tic: 
material auszufiihren. 

Wahrend meines Aufenthalts auf der Halbinsel Kamtschatka in 
vorigen Sommer wurde nun meine Aufmerksamkeit auf die Riesen 
krabbe des Ochotschen Meeres, Paralithodes camtschatica, gerichtet 
Das genannte Tier stellt ein sehr giinstiges Untersuchungsobjekt dai 
insofern es sehr grobe (die Beine z. B. von ungefahr 45 bis 50 em Lang: 
und 4 bis 5cm Breite) Extremitaten besitzt, die. einma! abgebrochen 
spater gut regenerieren. Das Tier kann in sehr groBer Anzahl vor 
Exemplaren erhalten werden, da es von russischen und japanische: 
Fischern zur Bereitung von Konserven in unzaihlbaren Mengen auf de: 
Westkiiste der Kamtschatkahalbinsel gefangen wird?. 


1 Diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 

* Hier an dieser Stelle méchte ich meinen tiefsten Dank der japanische: 
Firma ,,Nitschiro-Gio-Gio-Kabusiky-Kaischa* und speziell der Administrat io 
der Abteilung in Worowskoje auf Kamtschatka aussprechen, sowohl fii 
das tiberlassene Material als auch fiir die liebenswiirdige Gastfreundschaftt 
die mir die Ausfiihrung dieser Arbeit erméglichte. 
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Material und Methodik der eigenen Untersuchungen. 

Als Material dienten mir frisch gefangene, noch lebendige, erwachsene 
xemplare von Paralithodes camtschatica, bei denen eine oder mehrere 
i\xtremitaten in Form von Regencraten vorhanden waren. Wahrscheinlich 
eil beim Fange dieser Krabben es sehr oft zu Extremitatsverletzungen bei 
nen kommt, trifft man solche Exemplare mit regenerierenden Extre 
mitaten nicht so selten, meines Erachtens ungefahr in 0,5 bis 1°/, der 
ganzen Ausbeute. Experimentelle Untersuchung der Regeneration war fiu 
mich sowohl wegen der langen Dauer der Regeneration bei der Krabbe und 
hrer Abhangigkeit von der Hautung (vgl. Korschelt') als auch infolge der 
wenig giinstigen Bedingungen fiir experimentelle Arbeit auf der Kam 
tschatka leider unméglich. Aus letztgenanntem Grunde war ich auch in det 
Wahl der Methodik beschriankt und muBte auf die elektrometrische Be 
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration verzichten und mich mit det 
kc lorimetrischen begniigen. Die py-Bestimmungen wurden folgender 
maBen ausgefiihrt. An bestimmter Stelle der regenerierenden Extremitit 
(am Basalglied, coxa) wurden die weichen Teile (in ihrem Haupt bestandteil 
Muskeln) ausgeschnitten und aus ihnen ein Brei vorbereitet. Zu diesem 
Brei fiigte ich nun in konstantem Mengenverhaltnis die doppeltkonzentrierte 
Bromthymolblaulésung (nach W. Clark*) hinzu und bestimmte auf ge 
wohnliche Weise den py-Wert. Um iiber den py-Wert in normaler Extre 
mitét Auskunft zu erhalten, wurde jedesmal dieselbe kolorimetrische 
Bestimmung in den Geweben der entsprechenden Normalextremitat det 
anderen Seite ausgefiihrt (Gewebeentnahme an derselben Stelle des Beines). 
Jedesmal wurden ferner die Langen der regenerierenden und der ent- 
sprechenden normalen Extremitaét bestimmt und das Verhiltnis der beiden 
Langen zueinander berechnet. Entsprechend der relativen Linge des 
Regenerats gruppierte ich némlich die Resultate der einzelnen py-Be 
stimmungen. Méglicherweise verdient eine solche Klassifikation des Material. 
manche Vorwiirfe*®, aber auf eine andere Weise Auskunft iiber das an- 
vebliche Alter der Regenerate zu erhalten, war ich nicht imstande. Zuletzt 
sei darauf hingewiesen, daB das erhaltene Ziffernmaterial nach den Grund 
lagen der Variationsstatistik bearbeitet wurde (Berechnung der mittleren 
quadratischen Abweichung, des mittleren Fehlers und dergleichen), was 
meines Erachtens bei allen biologischen py-Messungen zur Eliminierung 
der individuellen Schwankungen und des Fehlers der einzelnen Bestim 
mungen getan werden soll‘. Beine und Scheren wurden separat untersucht. 

im ganzen wurden von mir 389 py-Bestimmungen gemacht. 


Ergebnisse der eigenen Untersuchungen. 
Die Resultate der von mir ausgefiihrten Versuche sind zusammen 
fassend in den Tabellen I und II dargestellt. Die Ziffern der Tabellen 


zeigen folgendes: 


' Korschelt, Regeneration und Transplantation 1, Regeneration, 14% 
Berlin 1927. 
2 Clark, The Determination of Hydrogen Ions, 8. 80. Baltimore 1927 


3 Es kommen namlich bisweilen Regenerate vor, die klein, dabei aber 
sehr gut differenziert sind, also héheres Alter haben, als man es aus ihret 
GréBe schlieBen kénnte. 
recht wenig. 

4 Vgl. meine I. Mitteilung. diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 


Solche Falle gab es aber unter meinem Material 
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1. Die Konzentration der Wasserstoffionen in normaler Krabben- 
xtremitat wird durch py = 6,95 bzw. 6.96 ausgedriickt. Diese Ziffern 
sind deutlich kleiner als die, welche Furusawa und Phyllis M. Tookey 
Ke rridge® fir die Muskeln von Homarus vulgaris (py 7,03) und von 
Eupagurus bernhardus (py 7,11) angeben. Der Unterschied kann 
sowohl von der Verschiedenheit der Methodik (Glaselektrode bei den 
venannten Verfassern, Indikatorenmethode bei mir) als auch von der 
verschiedenen Anzahl von py-Bestimmungen herrihren (4 bei den 
genannten Verfassern, 207 bei mir). Ubrigens sei bemerkt, daB auch 
udere Verfasser (Reis und Vellinger®, Vlés und Coullon*®, Violle und 
Lescoeur*) niedrigere Werte fiir py des Muskelgewebes verschiedener 
liere fanden als Furusawa und Phyllis Tookey Kerridge. 

2. In den Fallen, wo an der Stelle der normalen Extremitat noch 
kein Regenerat, sondern nur ein mit glattem dunkelgefarbtem Chitin 
leckel versehenes Basalglied gefunden wurde, bestimmte ich eine 
zwar nicht sehr grobe, aber deutliche Steigerung der Wasserstoffionen- 
konzentration. Die mittlere GréBe von py sinkt von 6,95 auf 6,71 
DaB dieser Unterschied (0,24 py) nicht auf zufallige Fehler der Methodik 
zurickzufiihren ist, zeigt unter anderem auch die letzte Ziffernkolonne 
ler Tabelle I, wo, wie man es sehen kann, die Differenz der mittleren 
GréBen (d. h. von pa 6.95 und py 6,71) die Quadfatwurzel aus 
der Summe der Quadrate der mittleren Fehler um vieles tibertrifft 
In den zu besprechenden Fillen war auch das aubere Aussehen des 
intersuchten Gewebes, das unter dem ,,Chitindeckel’ des Basalgliedes 
lag. von dem der normalen Muskeln verschieden: es hatte keine faserige 
Struktur, besaB eine mattgelbliche Farbe (statt der durchscheinend. 
weiBen normalen) und schien bei weitem mehr Zellen und weniger 
Zwischensubstanz als das normale Gewebe zu enthalten. 

3. Was nun die Wasserstoffionenkonzentration der eigentlichen 
tegenerate betrifft, so zeigen’ meines Erachtens die Ziffern der 
Tabelle I, da®B es einen gewissen Zusammenhang gibt zwischen der 
GiréBe des Regenerats und seiner Reaktion: kleinere Regenerate, die 
nicht einmal ein Achtel der normalen Linge erreicht haben, zeigen eine 
mehr saure, gréBere dagegen eine normale Reaktion. So fand ich fiir px 
der erstgenannten Regenerate 6,81 und 6.88, also auf ungefahr 0.1 py 
niedrigere Ziffern als in der Norm. 

4. SchlieBlich zeigen die Ziffern der Tabelle Il, dal die Scheren 
in bezug auf die Wasserstoffionenkonzentration im normalen Zustande 


1 Furusawa und Phyllis M. Tookey Kerridge, Jowmn. of the Marine 

Biolog. Association of the United Kingdom Vol. xiv, Nr. 3, March 
2 Reis und Vellinger, C. r. d. séanc. de la Soc. d. Biolog. 94, 1368, 1926. 
3 Vilés und Coullon, zitiert nach Reis und J ellinger. 


‘ 


4 Violle und Lecoeur, C. r. d. séanc. de la soc. de biol 


1927 


$2, 425, 1925. 














332 N. Okuneff : 
und bei der Regeneration keinen angeblichen Unterschied von de; 
Beinen aufweisen. 

Das oben Gesagte ist gut auf der Kurve, Abb. 1, zu sehen 
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Abb. 1. 
Kurve der Reaktionsinderung wabrend der Regeneration der Krabbenextreimitat 
Auf der Abszisse sind verschiedene Regenerationsstadien abgetragen; . WH* bedeutet das Stadiun 
der Wundheilung noch ohne Neubildung der Extremitit; die folgenden Briiche sind relat 
Langen der Regenerate im Verhiltnis zur Lange der Normalextremitat (= 1 gesetzt). Aut de 
Ordinate sind entsprechende Werte fir Pu abgetragen 
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Zusammenfassung. 


Von mehreren Forschern (Schade', Schade, Neukirch und Hal pert? 
Rohde*®, Girgolaff* u. a.) ist gezeigt worden, dak bei den Saugetiere: 
wahrend der Entziindung eine értliche Verschiebung der Reaktion 
in die saure Seite beobachtet wird. Diese Azidose klingt sehr langsam 
ab und ist deutlich auch wihrend des Heilungsprozesses wahrend 
der Regeneration des zugrunde gegangenen Gewebes — zu unterscheiden 
(val. Girgolaff, 1. e.). Vor kurzem konnte ich zeigen, daB beim Axolot! 
kurze Zeit nach der Amputation eine deutliche Verschiebung det 
Reaktion in die saure Seite stattfindet®. Die in dieser Arbeit bx 
schriebenen Untersuchungen zeigen nun. daB dieselben Erscheinungen 
der Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration auch an den ab 
gebrochenen Extremitiiten der Krabbe Paralithodes camtschatica beob 
achtet werden kénnen, wenn namlich an der verletzten Stelle noch kein 
Regenerat, wohl aber eine Wundheilung konstatiert werden kann 
Interessanterweise ist die Verschiebung der Reaktion in die sau 
Seite bei den beiden letztgenannten Tieren beinahe die gleiche (0.24 py 
und 0,28 py). 

Das oben Gesagte erlaubt die Vermutung auszusprechen, dai! 
die voriibergehende Azidose am Anfangsstadium der Regeneration 
eine Erscheinung, die an so voneinander fernstehenden Wesen, wir 


! Schade, Die physikalische Chemie in der inneren Medizin, 8. 103 
Dresden 1923. 

2 Schade, Neukirch und Halpert, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 24 
11, 1921. 

8 Rohde, Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 40, 85, 1926. 

4 Girgolaff, Zentralbl. f. Chir. 1924, Nr. 42. 

®° Vgl. diese Zeitschr., 1. c. 
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Menseh, Axolotl und Krabbe gleich gut beobachtet werden kann 
« allgemeinere Bedeutung hat, als es bis jetzt angenommen wurde 

Zur Erklirung dieser H-Hyperionie am Anfangsstadium der 
Regeneration kénnen folgende zwei Uberlegungen angefiihrt werden 
erstens kann es sich um wirkliche Cberschwemmung des Regenerations- 
ortes mit Substanzen sauren Charakters im Sinne NSchades (\. ¢.) 
handeln. Dann miissen wir aber annehmen, dab die normale Pufferung 
der Gewebe eine langliche Zeit nicht ausreicht. Das muB aber noch 
bhewiesen werden. Zweitens ist die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB das junge heranwachsende Gewebe mit sehr regem Stoffwechsel 
eine mehr saure Reaktion als das normale besitzt (vgl. Ruzitka') 
Schon das etwaige Vorherrschen von Zellen im Vergleich zu_ der 
Zwischensubstanz (vgl. oben 8.331) kénnte infolge der sauren Re- 
aktion der Kernsubstanz eine Rolle spielen, da man ja gewohnlich mit 
einem Organbrei, wo alles durcheinander gebracht ist, zu tun hat 
Ubrigens scheinen die Resultate der in dieser Arbeit beschriebenen 
pu-Messungen an regenerierenden Krabbenextremitaten eher fir die 
Richtigkeit der bekannten Anschauungen Rizicka’s zu sprechen. Nur 
muB beachtet werden, daB aus den Lingenbestimmungen der Krabben- 
extremititregenerate nicht immer ganz richtig auf ihr angebliches 
\lter zuriickgeschlossen werden kann (vgl. oben 8. 329, FuBnote 3) und 
daB das erhaltene Ziffernmaterial fiir endgiiltige Schliisse in dieser 
Beziehung doch zu klein ist. 

Zum SchluB michte ich dem Direktor der biologischen Station 
zur Erforschung des Stillen Ozeans, Herrn Prof. A. Derzawin, meinen 
aufrichtigsten Dank aussprechen fiir die Unterstiitzung, die ich seitens 
der Station wihrend meiner Reise nach Kamtschatka erhielt 


1 Ruritka, Arch. f. Entwicklungsmech. 101, 459, 1924. 








Vitaminwirkung und Oberflichenaktivitit. 


Il. Mitteilung: 


Die antiskorbutisehe Wirkung einiger Pflanzensifte und ihre Oberflichen- 
aktivitit. 


Von 
N. E. Schepilewskaja. 


(Aus dem experimentellen Institut fiir Ernéhrungsphysiologie des Volk 
gesundheitskommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1929.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


In unserer vorigen Mitteilung (1) wurden Versuche beschrieben 
die eine experimentelle Priifung der Hahn schen Theorie (2) bezweckten 
Es wurden dabei oberflichenaktive Substanzen verwendet, die keine 
natiirlichen Vitamintrager sind und bei der Avitaminose der Meer 
schweinchen weder eine prophylaktische noch therapeutische Be 
deutung aufwiesen. Ein derartiges Ergebnis konnte jedoch die Ver 
mutung hervorrufen, daB das Ausbleiben eines Effekts (im Sinne der 
Hahnschen Theorie) von der spezifischen Wirkung der angewandten 
Substanzen auf den Organismus bedingt wurde. In der vorliegenden 
Arbeit wird iiber die Ergebnisse der Versuche mit natiirlichen Vitamin 
tragern, und zwar mit den Pflanzensiften, berichtet. Diese Versuche 
bezweckten die Lésung der Frage, ob ein Parallelismus zwischen der 
antiskorbutischen Wirkung der Safte und ihrer Kapillaraktivitat 
besteht. 

Fiir die Versuche wurden Meerschweinchen von annahernd gleichem 
Gewicht gewahlt (meistens zwischen 350 und 450g). Die Meerschweinchen 
wurden, wie in den vorigen Versuchen, in gesonderten Kafigen gehalten 
und taglich gewogen. Sie bekamen Hafer und Wasser ad libitum, wobei 
die Menge des verzehrten Hafers taglich bestimmt wurde. Nach dem Tod 
der Tiere wurden die pathologisch-anatomischen Veranderungen makro 
skopisch untersucht. 


Als Zugabe zur Grundnahrung bekamen die Tiere gleich von Beginn 
des Versuches an taglich eine bestimmte Menge (2, 5 oder 15 cem) irgend- 
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nes Pflanzensaftes (Riiben-, Beten-, Moosbeeren-, Rettich-, Mohrriiben- 
ler Kohlsaftes). Der Saft wurde mittels einer Pipette in den Mund ein- 
efiihrt. 

Fiir die Bereitung des Saftes wurde das Gemiise durch eine Fleisch 
ackmaschine durehgelassen und nur die Beten auf einem Reibeisen ge 
ieben. Die Moosbeeren zerdriickte man mit einem Léffel. Die erhaltenen 
Safte wurden durch Gazestoff durchgelassen und durch ein Faltenfilte: 
filtriert. Die ersten triiben Saftportionen wurden verworfen und fiir die 
Versuche nur ganz klarer Saft gebraucht. 

Die Oberfléichenspannung der Safte wurde wahrend der Versuch: 
lrei- bis fiinfmal mit dem T'raubeschen Stalagmometer von einer Tropfen 
vahl fiir Wasser von 57,2 oder 51,8 bei 15° C festgestellt. Die Oberflachen 
spannung des Moosbeerensaftes bestimmte man gewdhnlich mit einem 
Stalagmometer von einer Tropfenzahl fiir Wasser von 18,0 bei 15°C. Es 
wurden fiir jede Fliissigkeit mindestens drei Messungen vorgenommen., 
wobei die Differenz zwischen den einzelnen Bestimmungen einer und der 
selben Saftportion gewéhnlich 0,2 bis 0,3 Tropfen nicht iibertraf; nur in 
einzelnen Fallen stiez sie bis auf 0,4 bis 0,6 Tropfen an. Einzelne Be 
stimmungen fiir Wasser wiesen gewéhniich gar keine Differenz auf oder 
mterschieden sich um einige Hundertstel eines Tropfens. 


In der Tabelle I sind die Resultate der Oberflachenaktivitats. 
bestimmung der angewandten Safte gegeben. 

In den ersten sechs Kolonnen sind die Resultate nach der Hahn- 
schen Formel: Gh = (1 —Zw/Z x) 100 berechnet (in welcher Zw die 
Tropfenzahl fiir Wasser und Z x die Tropfenzahl der gepriiften Fliissig- 
keit bedeuten). In den nachsten sechs Kolonnen sind sie nach einer 
Formel, in welche das spezifische Gewicht der untersuchten Fliissigkeit 
eingefiihrt ist, ermittelt worden. 


Diese doppelten Berechnungsreihen in der Tabelle sollen beweisen 
welche Bedeutung das Einfiihren des spezifischen Gewichts in die Forme! 
beim Vergleich der Oberflachenaktivitét verschiedener  Fliissigkeiten 
haben kann; besonders in den Fallen, in denen diese GréBe bei einzelnen 
Fliissigkeiten, wie es gerade bei den angewandten Pflanzenséften der Fall 
ist, sich nur unbedeutend veraindert. Ein besonders k!ares Beispiel bietet 
ein Saft mit ziemlich hohem spezifischen Gewicht, wie z. B. der Betensautft 
und der Moosbeerensaft, falls ihm Rohrzucker zugefiigt wurde. Wie au 
der Tabelle hervorgeht, iibt eine Zugabe von Rohrzucker keinen besonderen 
Einflu®B auf die Oberflichenaktivitét des Saftes aus, jedoch kann map sich 
davon nur unter Beriicksichtigung der Vera&nderung des spezifischen Ge 
wichts der Flissigkeit tiberzeugen. 

Da nun wahrend einiger im Sommer ausgefiihrter Versuche zuerst 
Winter- und nachher Sommergemiiseséfte verabreicht wurden, so sind die 
Bestimmungen der Oberflathenaktivitat des Saftes sowoh! von Winter 
als auch von Sommergemiise, wie Rettich, Mohrriiben und Kohl. gegeben 


Einige Versuche mit Winterkohlsaft wurden in verschiedenen Zeit 
abschnitten ausgefiihrt; daher sind in der Tabelle die Bestimmungen det 
Oberflachenaktivitaét des Kohlsaftes fiir die verschiedenen Versuchs 
perioden einzein gegeben. 
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Auf den Abb. 1 und 2 haben wir die Kurven der Versuche mit 
Raibensaft, der die kleinste Oberflichenaktivitat zeigte 

Wie aus den auf der linken Seite der Abb. 1 liegenden Kurven hervor- 
veht, betrug die gréBte Lebensdauer der Meerschweinchen, welche 2 ccm 
Riibensaft bekamen, nur 22 Tage. Jedoch zeigte sich eine so starke Appetit- 
bnahme am Schlusse des Versuches nicht bei allen Meerschweinchen, wie sie 
sonst bei den vorigen Versuchen an Meerschweinchen, die keine anti- 
skorbutischen Mittel bekamen, beohachtet wurde. 
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Abb. 1 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers 
Links Kurven zu den Versuchen mit 2ccm Riubensaft. Rechts Versuche mit S5ccm Rubensaft 
Die Gewichtskurven und die Kurven des verzehrten Hafers ein und desselben Tieres sind auf 
allen Abbildungen gieichartig dargestellt. 





Die Kurven auf der rechten Seite der Abb. | zeigen, dal eine Dosis 
von 5cem Riibensaft ungefahr dieselben Resultate wie eine Dosis von 
2ecem ergibt, mit Ausnahme des Versuches mit dem Meerschweinchen 
Nr. 165, welches am 34. Tage starb, wobei es nicht so schnell wie die 
anderen an Gewicht abnahm und den Appetit auf Hafer verlor. 


Wie es die Abb. 2 zeigt. rufen Dosen von 15 ccm Riibensaft eine gewisse 
Lebensverlangerung der Tiere hervor; der erste Tod erfolgte am 27. Versuchs 
tage, der letzte am 41. Bei allen Meerschweinchen blieb die Kurve des 
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verzehrten Hafers ziemlich lange auf einer bedeutenden Héhe, wobei 
in einigen Fallen, kein besonders starkes Sinken bis zum Tode des Tix 
ergab. 

Die pathologisch-anatomischen Skorbutverdnderungen waren bei 
Meerschweinchen, welche Riibensaft bekamen, ziemlich schwach ausgepra 


Bei einem Meerschweinchen (Nr. 162) wurde eine Verdichtung beicde 


Lungenspitzen nachgewiesen. 





420 — N161 
--- NW 162 
400 NW 167 
~-N 68 
980) 
~ 
S 360! 
N : 
S30 
® 
R sz " 
< a a 
| 300+ * 
> - 
280- \ 
260- \ 


+ 








| ‘ + 
* Lintritt des Jodes 
30 
20 ; Oe 4; <u f 
s aN tA ino 
dS 10 \ ji™ ™Mxr- 
L/ 4 
i i i ' A a i iL 
Vorperiode! 6 HH BW 2 2 31 36 Wf 
Versuchstage 
Abb. 2. 


Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzebrten Haters. 
Die Meerschweinchen bekamen taglich 15 ccm Riibensaft. 


Aus Resultaten der Versuche mit Riibensaft kann der Schlub 
gezogen werden, dab die Wirkung der angewandten Dosen dieses 
Saftes ziemlich schwach war und sich hauptsachlich in der Erhaltung 
des Appetits der Meerschweinchen und, beim Ubergang zu gréBeren 
Dosen, in einer gewissen Lebensverlaingerung der Tiere auBerte. 

Die Resultate der Versuche mit Betensaft, dessen Oberflichen- 
aktivitat der des Riibensafts annahernd entspricht, sind in den Abb. 3 
4 und 5 gegeben. 


Wie aus der Abb. 3 hervorgeht, sind alle Meerschweinchen, die 2 ccm 
Betensaft erhielten, wihrend der ersten 26 Tage des Versuches gestorben. 
wobei der Appetit in einigen Fallen bis zu den letzten Lebenstagen der Tiere 
erhalten blieb. Bei sechs Meerschweinchen, die 5 cem Betensaft bekamen 
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\bb. 4), blieb der Appetit auch bis zum Versuchsende ziemlich erhalten. 
Demgem&8 kann man auch eine Verzégerung der Gewichtsabnahme in 


ilien diesen Fallen beobachten. Alle Meerschweinchen starben zwischen 
lem 22. und 32. Tage des Versuches. 
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Abb. 3 Abb. 4 
ben Gewichtskurven der Meer Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen 
schweinchen. Unten Kurven des Unten Kurven des verzehrten Haters 
erzehrten Hafers Die Meer Die Meerschweinchen bekamen taglich 5 ccm Betensaft 


shweinchen bhekamen _ tiglich 
2 ccm Betensaft. 


Der Ubergang zu einer Dosis von 15 ccm Betensaft rief, wie aus der 
Abb. 5 folgert, keine Verlangerung des Lebens der Meerschweinchen hervor 
(Tod zwischen dem 21. und 33. Versuchstage). Wabhrend dieser Versuche 
wurde eine noch linger andauernde Appetiterhaltung und eine noch ge 
ringere Gewichtsabnahme der Tiere beobachtet. 

Bei allen Meerschweinchen, denen Betensaft verabreicht wurde, mit 
Ausnahme von drei Meerschweinchen (Nr. 140, 171, 172). die 15cem Saft 
erhielten, und eines, das 5cem bekam (Nr. 145), und nicht vor 3 Wochen von 
Versuchsbeginn starben, wurden bei der Sektion stark ausgepragte Skorbut- 
veranderungen vorgefunden. AuBerdem sind bei sieben Meerschweinchen 
Lungenveranderungen, hauptséchlich in Form von hyperamierten und 
verdichteten Teilen bemerkt worden (Nr. 143, 145, 169, 138 bis 140 
und 172). 











Somit ruft der Betensaft bei den Meerschweinchen eine Appetit 
erhaltung und ein gewisses Aufhalten der Gewichtsabnahme der Tier 
hervor, so daB er seiner Wirkung nach sich sehr wenig vom Riibensaf 
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unterscheidet. 


Die Veranderungen in den Lungen, die bei den Meerschweinchen, welc}4 
Betensaft bekamen, gefunden wurden, sind wohl haufig in den Versuche 
mit anderen Saften beobachtet worden, weswegen nunmehr die Frag4 
entstand, ob diese Verdinderungen als das Resultat einer zufalligen 
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Abb. 5. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Haters 
Die Meerschweinchen bekamen tiaglich 15 ccm Betensaft 


krankung, die vielleicht erst in den letzten Lebenstagen des von der vitamin 
freien Nahrung abgeschwiachten Tieres entstanden war, anzusehen sind: 
oder miissen die Versuche, bei denen diese Komplikationen beobachtet 
wurden, als miBlungen angesehen werden; oder aber sollen diese Lungen- 
verinderungen als erganzende Erscheinungen des pathologisch-anatomi- 
schen Bildes der Avitaminose gerechnet werden. Obgleich in der Literatur 
haufig darauf hingewiesen wurde, da8 Tiere, die eine avitaminése Nahrung 
erhalten, eine besondere Neigung zu Infektionen der Luftwege aufweisen, 
wurde in vorliegender Arbeit beschlossen, allen diesen Schwierigkeiten 


dadurch vorzubeugen, daB man die Zahl der Versuchstiere erhéhte, um 
dadurch, bei den Versuchen mit jeder Saftdosis, wenigstens einen Tei! det 
Tiere ohne Lungenveranderungen zu haben. 
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Der Moosbeerensaft besitzt, im Vergleich zu den vorigen Saften, 
ine etwas héhere Oberflichenaktivitat. Da die Meerschweinchen 
n Moosbeerensaft meistens mit sichtbarem Widerwillen tranken. 
urde manchmal dem Safte, wie bereits erwaihnt. eine gewisse Menge 
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Abb. 6 
Dn Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers 
d: Links die zu den Versuchen mit 2 com Moosbeerensaft gehérenden Kurven 
et Rechts die Kurven der Versuche mit 5 com Saft 


Die Meerschweinchen Nr. 173 bis 176 bekamen Moosbeerensaft mit Zucker 


w | Rohrzucker, die den sauren Geschmack des Saftes bedeutend ab- 
2 | schwichte, zugegeben (0,5 g Zucker auf 1 cem Saft), was jedoch fiir die 
Versuchsergebnisse ohne Belang blieb. 


n ° . 
" Auf der Abb. 6, links, sind die zu den Versuchen mit 2 ccm Moosheeren 
: saft gehérenden Kurven gegeben. Fast alle Meerschweinchen, die diese 


Dosis Saft erhalten hatten, weigerten sich sehr bald, tiberhaupt Nahrung 
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aufzunehmen, und starben alle im Laufe der ersten 2 Versuchswochen, ; 
Ausnahme des Meerschweinchens Nr. 150, welches noch 18 Tage lebte. 

Der gréBte Teil der Versuche mit 5 cem Moosbeerensaft ergab, wie ais 
den Kurven der Abb. 6 ersichtlich ist, den vorhergegangenen Versuc! 
anndihernd gleiche Resultate; nur eines der Meerschweinchen lebte 37 Ta 
wobei es seinen Appetit wahrend des ganzen Versuches behielt. 


Bei den Versuchen mit 15 cem Moosbeerensaft wurde ungefahr dass« 
Bild erhalten. Wie es Abb. 7 zeigt, entsagten zwei Meerschweinchen, welc}, 
diese Dosis Saft erhielten, sehr bald der Nahrung und starben wahrend de 


so 


A 


x Or — N 154 
Ss A * N 155 
NC ea \ N 977 
& , 4 \ --W98 
S \ 
$ 380% \ \ 
© 69 \ 
‘ 7 \ 
S JW ' \ 
320+ \ 
300r - 
280}- ° 
oy 
260+ 
+ 


t fintritt des Jodes 





-Hafer 
r 
3 
p. 
ad 
¥ 





L =~ " mS 
Vorperiode? 6 1 6 2 2 31 36 
Versuchstage 


Abb. 7 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers. 
Die Meerschweinchen bekamen tiglich 15 ccm Moosbeerensaft. Die Meerschweinchen Nr. | 
und 178 bekamen den Saft mit Zucker 


zweiten Versuchswoche; zwei andere starben bedeutend spiter: eines am 
35. und das zweite am 39. Versuchstage, dabei fraB das Meerschweinchen 
Nr. 154, welches den Saft ohne Zucker bekam, eine ziemlich ansehnliche 
Menge Hafer; das Meerschweinchen Nr. 177 aber, das den Saft mit 
Zucker bekam, fraB nur sehr wenig Hafer und !ebte anscheinend haupt- 
sichlich von der ihm taglich verabreichten Zuckermenge = 7.5 g. 


In den Versuchen mit Moosbeerensaft waren die pathologisch-anatomi- 
schen Skorbutverainderungen nur bei den in einem spateren Versuchs- 
stadium gestorbenen Meerschweinchen stark ausgepragt . 








g-Norpergewich! 


n.Mater 











Vitaminwirkung und Oberflachenaktivitat. 


IT. 343 


Aus den Versuchsergebnissen mit Moosbeerensaft kann der Schlub 


ogen werden, daB dieser Saft nur in einzelnen Fallen eine den Saften 


voraufgegangener Versuche ahnliche Wirkung zeigte; meistens aber 
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Abb. 8 


Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen 


Links die den Versuchen mit 2 ccm Rettichsaft entsprechenden Kurven. 


Versuche mit 5 ccm Saft 
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versuchstoge 


Unten Kurven des verzehrten Hafers 


Rechts die Kurven der 


Ein Pfeil zeigt den Ubergang vom Winters zum Sommerrettichsaft 


war seine Anwendung erfolglos, wobei die Tiere gewOhnlich sehr bald 
agten. 

Wie in der Tabelle I zu lesen ist, besitzt der Rettichsaft eine noch 
héhere Oberflachenaktivitat. 
sind in den Abb. 8 und 9 dargestellt 


der Nahrung ents: 


Die Versuchsresultate mit diesem Saft 
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Von den fiinf Meerschweinchen, die 2 ccm Rettichsaft bekamen, str} 
nur eines 2 Wochen nach Versuchsbeginn. Bei den anderen rief die \e nid 
gréBerung der Saftdosis eine Appetiterhaltung sowie auch eine sichtlic}; sta 
Lenensverlingerung hervor (Tod zwischen dem 27. und 47. Versuchstay: 

Die auf der rechten Seite der Abb. 8 befindlichen Kurven beweise; 
daB die Meerschweinchen, die 5ccm Rettichsaft bekamen, mit Avs 


nahme eines Meerschweinchens, welches 39 Tage lebte, alle im Laufe  c. 
ersten Versuchsmonats starben. 
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Abb. 9. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Haters. 


Die Meerschweinchen bekamen tiaglich 15 ccm Rettichsaft. Ein Pfeil zeigt den Ubergang vom 
Winters zum Sommerrettichsaft. 
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Die VergréBerung der Saftdosis bis auf 15 ccm erzielte, wie aus den 
Kurven der Abb. 9 zu lesen ist, kein besonderes Resultat. Die langst« 
Versuchsdauer war 48 Tage. 

Bei den Versuchen mit Rettichsaft wurden bei der Sektion stark 
ausgepragte Skorbut veranderungen nur bei sieben Meerschweinchen gefunden 
(Nr. 180, 242, 185, 188, 189, 192, 244). AuBerdem wurden bei vier Mee: 
schweinchen (Nr. 179, 181, 189, 190) Lungenveranderungen beobachtet. In 
einigen Fallen, besonders oft bei den in friiheren Versuchsperioden gestorbenet 
Meerschweinchen, wurde eine starke Hyperamie der DarmgefaBe beobachtet 
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Der Ubergang vom Winter- zum Sommerrettichsaft, welcher 
und 244 


r am Ende der Versuche mit den Meerschweinchen Nr. 242 
ittgefunden hat, ergab gar kein Resultat. 
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Abb. 10. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen 


Unten Kurven des verzehrten Hafers 


Links die zu den Versuchen mit 2 com Mohrriibensaft gehérenden Kurven, rechts mit 5 ccm Saft 


Die Pfeile zeigen den Ubergang vom Winters zum Sommermohrrubensaft 


Aus diesen Versuchen folgt, daB der Rettichsaft eine 


starkere 


Wirkung als die vorigen Sifte aufweist, wobei diese Wirkung schon in 


den Versuchen mit 2 cem Saft sich gezeigt hat 
Saftdosis verinderte den Effekt fast gar nicht 


Fine Erhéhung der 
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Die Oberflachenaktivitat des Mohrriibensafts ist der des Retti 
safts sehr ahnlich. Eine Untersuchung der auf den Abb. 10 und }} 
gegebenen Kurven zeigt, daB die Wirkung dieses Saftes der des vorigen 
Saftes ebenso annahernd entspricht, mit dem Unterschied, daB hic; Koh 
eine 2-ccm-Saftdosis fast keinen Effekt erzielte. 

Die Meerschweinchen, welche 2 cem Mohrriibensaft bekamen, star! 
zwischen dem 20. und 27. Versuchstage (Abb. 10). Die Versuche mit Me« 
schweinchen, die 5 ccm Mohrriibensaft erhielten, ergaben Kurven, ahnlic! 
denen, die bei den Versuchen mit 2ccm Rettichsaft aufgestellt wurc 
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Abb. 11. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. \nten Kurven des verzehrten Haters 
Die Meerschweinchen bekamen taglich 15 ccm Mobrriibensaft. Die Pfeile zeigen den Ubergang 
vom Winters zum Sommermohrribensaft. 


Die gréBte Lebensdauer der Tiere waihrend der Versuche mit dieser Saft- 
dosis war 47 Tage. In den Versuchen mit 15 cem Mohrriibensaft war 
das Aufhalten der Gewichtsabnahme starker ausgepragt (Abb. 11). Eines 
von den Meerschweinchen, die diese Dosis bekamen, starb am 44., ein an- 
deres am 52. Versuchstage. 

Bei allen den Mohrriibensaft erhaltenden Meerschweinchen, die nicht 
vor der vierten Versuchswoche starben (mit Ausnahme der Meer- 
schweinchen, welche 15cem Saft bekamen), wurden bei der Sektion 
starke Skorbutveranderungen vorgefunden. Beim Meerschweinchen Nr. 90 
wurden auch Lungenverinderungen beobachtet. 
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es - . ° - 
Der Ubergang vom Winter- zum Sommermohrriibensaft aAnderte 
einbar nichts an der Sache. 


Die Kurven der Abb. 12 bis 15 gehéren zu den Versuchen mit 
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Abb. 12. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Haters 
Das Meerschweinchen Nr.68 bekam taglich 1 com Winterkohlsaft, Nr.67 2cem, Nr. 66 3 ccm, 
Nr. 60 5 com. Nr. 61 10 ccm, Nr. 62 15 ccm, Nr. 63 20 com, Nr. 64 25 com und Nr. 65 30 com 


Die Abb. 12 gibt die Resultate der Versuche mit Kohlsaft wieder, die 
zur Anfangsperiode unserer Arbeit gehéren. Diese Versuche dauerten 
von 3 bis 4 Wochen und sollten als Orientierungsmaterial fiir spatere Ver 
suche dienen. Diese Vorversuche zeigten, daB sogar die kleinsten Kohlsaft - 
dosen (1 bis 3cem) einen positiven Effekt ergeben kénnen (Meerschweinchen 
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Nr. 68, 67 und 66). AuBerdem erwies es sich, dai eine Erhéhung der Dosis 
iiber 15cem die Wirkung des Saftes im Laufe eines Monats nicht ver 














starkte. Dieser Beobachtung zufolge iibertraf die gréBte Saftdosis in al| 1 ” 
? y : ~ h 
spateren Versuchen nicht 15 cem. : , 
Die auf der Abb. 13 gegebenen Kurven zeigen, daf bereits klein« 
Kohlsaftdosen von 1 und 2ccm ein dauerndes Aufhalten der Gewiclh- 
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Abb. 13. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers 
Das Meerschweinchen Nr. 73 bekam tiglich 1 com Kohlsaft, die Schweinchen Nr. 74, 79 und % 
2ccm. Die Meerschweinchen Nr. 79 und 80 erhielten wahrend des ganzen Versuchs Sommerkob!- I 
saft, die Meerschweinchen Nr. 73 und 74 nur von dem durch einen Pfeil bezeichneten Moment an 


abnahme der Tiere hervorrufen. Alle Meerschweinchen, die diese Saft- 
dcsen bekamen,. lebten ungefahr 7 Wochen, wobei kein besonderer Unter 
schied zwischen den Wirkungen von 1 und 2ccm Saft beobachtet wurde. 


Die Kurven der Abb. 14 gehéren zu den Versuchen mit 3 und 5 ccm 
Kohlsaft. In allen Versuchen, mit Ausnahme zweier von ihnen, war, wie 
aus den Kurven zu lesen ist, der positive Effekt der Kohlsaftverwendung 
recht bedeutend. 
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Endlich sind auf der Abb. 15 die Versuchsresultate mit 15 ccm Kohlsaft, 

» fast 2 Monate dauerten, dargestellt. Wie man aus dieser Abbildung 

ersieht, zeigte sich bei den Meerschweinchen bei der Anwendung dieser 

Kohlsaftdosis sogar am Ende des zweiten Monats keine Gewichts- und 
\ppetitsabnahme. 


g-Korpergewicht 
— 
Sy 











\ \ \ 
\ A 
260 . \ \ 
200 \ \ 
\ ' 
220} \ ¢ —NI"6 
N 77 
200+ \ N78 4 
N 115 
N 16 
t Lintritt des odes N 121 
,a ot ~ 
~ ; 4 
= 0} 
> ee " 4 
= A. po 4 a. A. . 4. A. 
re 1 “ ‘ , , 
& 20 (64 “yh awe, i VV “-_ w ), . 
S centillimeelice . = = i di i 4 os — 
Vorperiode! 6 FH 6 2 6H M3 W 6 SH S66 66 «OT 
Versuchs lage 
Abb. 14. 


Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen, Unten Kurven des verzehrten Haters 
Die Meerschweinchen Nr. 76 bis 78 bekamen tiglich 3 com Kohisaft, die Meerschweinchen Nr. 115 
116 und 121 5 ccm Saft. Alle Meerschweinchen bekamen wahrend des ganzen Versuchs Winterkoh! 
saft. Nur die Meerschweinchen Nr. 77 und 78 bekamen Sommerkohisaft von dem mit einem Pfeil 
bezeichneten Moment an. 


Stark makroskopisch ausgeprigte pathologisch-anatomische Skorbut- 
merkmale wurden bei den Versuchen mit Kohlsaft nur in einzelnen Fallen 
heobachtet (die Meerschweinchen Nr. 74 und 116). 


Fs ist zu bemerken. daB die Versuche mit 5 ecm Kohlsaft in die Periode 
vehéren, in welcher die Bestimmung seiner Oberflachenaktivitaét 15,54 Gh 
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betrug, alle anderen Versuche sind in den Perioden ausgefiihrt worden 
denen die Oberflichenaktivitaét des Kohlsaftes héher war (17.84 Gh 
Winterkohl und 19,64 Gh fiir Sommerkohl). 


Zwischen den Wirkungen des Winter- und Sommerkohlsaftes kon 
man keinen besonderen Unterschied bemerken. 
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Abb. 15. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers 
‘ Die Meerschweinchen bekamen taglich 15 com Sommerkohlsaft 


Ein Studium der Versuchsergebnisse mit Kohlsaft gibt die Méglich 
keit, den SchluB zu ziehen, daB dieser Saft bei der Avitaminose det 
Meerschweinchen einen viel stirkeren positiven Effekt als alle anderen 
angewandten Pflanzensifte aufweist. 

Wenn wir jetzt die Versuchsergebnisse mit den Pflanzensiften 
zusammenfassen, so kénnen wir sagen, daB diese Versuche im allgemeinen 
das Vorhandensein eines Parallelismus zwischen der Oberflichen- 
aktivitat der Sifte und ihrer antiskorbutischen Wirkung_bestitigt 

* haben. 


Die Versuche mit Moosbeerensaft, welcher anscheinend eine Aus- 
nahme aus der allgemeinen Regel bietet, haben kein klares Resultat 
ergeben. 





“ 
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Der Parallelismus der Oberflachenaktivitét der Safte und ihrer 
yitiskorbutischen Wirkung gibt die Méglichkeit, das Vorhandensein 
emer Abhangigkeit zwischen diesen Eigenschaften der Safte zu ver- 
muten, jedoch gibt er noch keinen Grund, diese Eigenschaften in eine 
direkte Beziehung zueinander, wie es die Hahnsche Theorie macht. 
m stellen. Zur weiteren Aufklirung dieser Frage mu man Versuche 
anstellen itiber etwaigen Parallelismus zwischen der Anderung der 
antiskorbutischen Wirkung der Pflanzensafte und der Verinderung 
ihrer _Kapillaraktivitat. 


Zusammenfassung. 


1. In den Versuchen mit Pflanzensaften wurde im allgemeinen ein 
Parallelismus zwischen der antiskorbutischen Wirkung der Safte und 
ihrer Oberflachenaktivitat konstatiert. 

a) Die Riiben- und Betensifte, deren Oberflichenaktivitat fast 
gleich ist, zeigten auch ziemlich gleiche Wirkung bei den Tierversuchen. 

b) Die Versuche mit Moosbeerensaft, dessen Oberflichenaktivitat 
etwas hoéher ist, gaben kein vollkommen klares Resultat : die Anwendung 
dieses Saftes blieb meistens erfolglos, nur in einzelnen Fillen zeigte 
dieser Saft eine Wirkung, die derjenigen voriger Safte entsprach. 

c) Die Rettich- und Mohrriibensafte, deren Oberflachenaktivitat 
fast gleich, jedoch héher als die der vorigen Safte ist, zeigten auch eine 
starkere, annahernd gleiche antiskorbutische Wirkung. 

d) Der Kohlsaft, dessen Oberflaichenaktivitat, mit Ausnahme 
einer Versuchsreihe, héher als die der Rettich- und Mohrriibensifte 
war, erwies auch eine starkere Wirkung, als alle vorigen Safte. 

2. Zur Aufklarung der Frage iiber die Anwendung der Hahn schen 
Theorie bei den Erscheinungen der experimentellen Avitaminose der 
Meerschweinchen muB nachgewiesen werden, ob ein Parallelismus 
zwischen der Verinderung der Kapillaraktivitat der Safte und der 
Veranderung ihrer antiskorbutischen Wirkung vorhanden ist. 


Hiermit spreche ich meinen innigsten Dank Herrn Professor .V. NV 


Schaternikoff fiir die Leitung dieser Arbeit aus. 


Literatur. 


1) N. E. Schepilewska‘a, diese Zeitschr. 204, 371, 1929. — 2) F.-V. v. Hahn, 
Pfliigers Arch. 208, 732, 1925. 








Der Citronensiuregehalt des normalen Menschenharns. 


Von 
Otto Ostberg. 


(Aus dem physiologischen Institut und der medizinischen Klinik der Uni 
versitaét zu Lund.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1929.) 


Das Vorkommen von Citronensiure im Harn des Menschen ist 
mit an GewiBheit grenzender Wahrscheinlichkeit von Salant und 
Wise (1916) und von Amberg und McClure (1917) nachgewiesen worden 
Amberg und Mayer haben 1922 die Beweise fiir das Vorkommen vor 
Citronensiure im Harn des weiteren bekraftigt. Diese Verfasser habe: 
gewohnliche chemisch-analytische Methoden verwendet. 

Thunberg hat in Gurkensamen eine Citronensiuredehydrogenas 
nachgewiesen. Bei der Untersuchung der Oxydationsintensitét mittels 
der Methylenblaumethode zeigt dieses Enzym laut Thunberg keine 
Steigerung mit anderen, der Citronensiiure nahestehenden Stoffen 
Mehrere Harnbestandteile, die ich in dieser Hinsicht untersucht habe 
zeigen zusammen mit der Enzymlésung keine erhéhte Entfairbungs- 
geschwindigkeit bei den Methylenblauversuchen: Harnstoff, Harnsiure 
Kreatinin, Oxalsiure, Hippursiure, Benzoesiure und Inosit. Harn 
bewirkt dagegen eine kriftige Erhéhung der Entfarbungsgeschwindig 
keit, was seinem Gehalt an Citronensiure zugeschrieben werden mul) 

Durch einen Vergleich der Entfarbungszeiten fiir Serien von Harn 
verdiinnungen mit Serien von bekannten Citronensiuremengen kam 
man den Citronensauregehalt des Harns quantitativ bestimmen. 

Der Harn von 25 Personen ohne Zeichen fiir Nierenleiden ode: 
Stoffwechselstérung ist untersucht worden. Der Citronensiuregehalt 
schwankt von 0,25 bis 1,8°/ 5, (arithmetisches Mittel: 0,72). Die total 
Menge abgeschiedener Citronensaure pre Tag liegt zwischen 0,23 und 
1.85 g¢ (arithmetisches Mittel: 0,64). Untersuchungen des Einflusses 
einiger bekannter Harnbestandteile auf die Oxydationsgeschwindigkeit 
in der Kombination: Citronensaure, Citricodehydrogenase und Methylen 
blau zeigen, da} keiner steigernd wirkt, daB aber Oxalsiure, Hippur 
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siure, Benzoesiure sowie Calciumsalze in geringem Grade hemmend 

wirken. Ein Zusatz von kleinen Mengen Citronensiure zum Harn 

gte bei einer Untersuchung, daB die Erhéhung der Oxydations- 

ntensitaét vollkommen der zugesetzten Menge Citronensiure entsprach. 

Bei einem anderen Versuch fiel die Erhéhung geringer als berechnet 

aus. was auf dem hemmenden EinfluB anderer Harnbestandteile auf die 
(xydationsintensitat beruhen diirfte 

Die wirklichen Werte fiir den Citronensiuregehalt des Harnes 

. liegen demnach sicherlich etwas héher, als die oben mit dieser Methode 

erhaltenen Zahlen angeben. 


Literatur. 
Salant und Wise, Journ. of biol. Chem. 28, 27, 1916. Amberg und 
Un VeClure, Amer. Journ. of Physiol. 44, 453, 1917. Amberg und Mayer. 
ebendaselbst 60, 564, 1922. Torsten Thunberg, diese Zeitschr. 206, 109, 


1929 (Lesserheft ). 
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Uber den Einflu& 
von Formaldehyd auf verdiinnte Malzextraktlisungen. 


Ve mm 
Otte Millner. 


(Aus dem Laboratorium der Hamburger & Co. G.m.b.H. in’ Fulnek 
Mahren, Tschechoslovakei.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1929.) 


Auf der Suche nach geeigneten Konservierungsmitteln fiir ver 
diinnte diastatische Malzextraktlésungen habe ich mich zunachst mit 
dem EinfluB8 von Formaldehyd auf die diastatische Kraft dieser Malz 
extraktlésungen beschiftigt, dies hauptsichlich aus dem Grunde 
weil Lomlé und Laszioffy vor langerer Zeit cine Arbeit! veréffentlichten. 
in der sie mitteilten, daB ein Zusatz von 2 bis 5°, einer 35°, igen 
Formalinlésung die diastatische Kraft nicht nur nicht schadigt, sondern 
sogar ihre Wirkung beschleunigt. 

Ich habe daher eine 2 °,ige Extraktlésung eines Malzextrakts von 
82° Bg. mit |. °,, einer 40° igen Formalinlésung versetzt, durch mehrere 
Tage hindurch bei Zimmertemperatur im Dunkeln aufbewahrt und dis 
diastatische Kraft taglich bestimmt. Die Versuche A, B, C wurden in 
den Monaten September und Oktober durchgefiihrt; krasse Veriinde- 
rungen der AuBentemperatur wahrend einer Versuchsreihe waren nicht 
zu verzeichnen. Ein Thermostatenraum stand mir nicht zur Ver- 
fiigung; doch schien es mir auch gar nicht darauf anzukommen., die 
Temperatur wahrend des Versuchs konstant zu erhalten, da ich ja 
unter Verhaltnissen arbeiten wollte, wie sie in der Praxis tatsiichlich 
vorkommen. Deshalb habe ich diese Versuche im Winter (Januar 1929) 
wiederholt, um zu untersuchen, ob starke Temperaturunterschiede. wie 
sie in diesen Tagen durch Abkiihlung des untertags geheizten Ver- 
suchsraumes tiber Nacht auf die Veranderung der diastatischen Kraft 
einen EinfluB haben. Die diastatische Kraft wurde nach der bekannten 


1 Osterr. Chem.-Ztg. vom 7. Januar 1926. 
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Vethode von Pollak und Egloffstein bestimmt und fiir 82° Bg. um 
gerechnet 

Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammen. 
yestellt, und zwar sind unter A, B. C die Versuche in den Monaten 
September, Oktober 1928, unter D und E jene im Januar 1929 wieder 
gegeben. 

Zum Vergleich wurde eine 2°,ige diastatische Malzextraktlisung 
ihne einen Zusatz im Herbst durch 2 Tage, im Winter durch 3 Tage 
inter gleichen Bedingungen aufbewahrt und nach Ablauf dieser Zeit 
intersucht. In dieser zeigte sich in beiden Fallen keine Veranderung 
Die diastatische Kraft war am zweiten bzw. dritten Tage dieselbe wie 
zi Beginn des Versuchs. 

Auch die Untersuchung gleich nach Zusatz des Formalins ergab 
keinen Riickgang der diastatischen Kraft. 


Tabelle 1. 
Die Zahi der Pollak-einheiten betrug: 





A B Cc D F 
Bei Beginn des Versuchs 16 000 10000 10 909 4700 10 000 
\{m Ende des 1. Tages. . 12 200 72 6 000 8 300 6 630 
" a : my 10 409 6 000 5100 2770 5 480 
s | “0 9 400 5400 4 500 2 100 4 260 
‘ —  S ; 4400 3700 
6 7 400 —_ 


- “ “ ° " 


Fs betrug somit der Riickgang: 





\ B Cc D EF 
Am Ende des 1. Tages . 23,7 28 44.9 30 35,7 
i 2. 35 40 53,2 41 45.2 
3 41 46 58.7 55,3 57.4 
- a -«s D6 66 
6. a eles 53.7 


Der durchschnittliche Riickgang betrug also nach cinem Tage rund 
25°. nach 3 Tagen schon mehr als 40°... 

Eine Versuchsreihe, die ich unter gleichen Bedingungen, jedoch 
mit Zusatz von nur 0.2 °,, einer 40° igen Formalinlésung machte, ergab 
folgende Ergebnisse : 

Tabelle 11. 





Die Zahl der Pollak« Es betrug somit der 
einheiten betrug Ruckgang 
Bei Beginn des Versuchs. . .. . 11 200 
Am Ende des 1. Tages .. . ie 9700 13.5% 
° | 9 070 19 %& 
& 360 25.3 ° 
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Ich komme also zu dem Ergebnis, dab 40°,ige Formalinlésung 
sowohl in einer Konzentration von 0.5 °,, wie auch in einer solchen \ 
02°, in verdiinnten Lésungen einen stark schidigenden Einflul avi 
die Diastasewirkung ausiibt. Dabei ist beachtenswert, dal sofort nac! 
dem Zusatz von Formalin keine Einwirkung zu erkennen ist. di 
Schadigung jedoch in allen untersuchten Fallen zu Ende des erste; 
Tages am gréBten ist. Es kann also Formalin zur Konservierung ver 
diinnter Diastaselisungen ohne Verlust an Diastase nicht verwendet 
werden. 

Ich beabsichtige, die Untersuchungen mit anderen Konservierungs. 
mitteln fortzusetzen. 

Durch die mitgeteilten Versuche glaube ich auch einen neue: 
Beweis fiir die Unrichtigkeit der in der Literatur noch manchma| 
zitierten Arbeit von Gertrud Woker' erbracht zu haben, derzufolge durc! 
Einwirkung von Formaldehydlésung auf Starkelésungen ein stufen 
weiser Starkeabbau erfolge. Es sei hier ganz besonders auf die Publi 
kationen von J. Wohlgemuth?, W.v. Kaufmann® und jene von M.Jacoby' 
verwiesen. Die beiden letztgenannten Autoren stellen fest, daB das 
allmahliche Verschwinden der Jodreaktion bei mit Formaldehyd be 
handelten Stirkelésungen nicht auf den Stirkeabbau, sondern auf div 
Bildung lockerer Verbindungen zuriickzufiihren sei; Jacoby konnte 
auch zeigen, daB aus den Gemischen mit Formaldehyd die Stark 
quantitativ durch Fallung mit Alkohol zuriickgewonnen werden kann 
wahrend nach Einwirkung von Diastase etwa 90°, der Reaktions 
produkte in Alkohol léslich sind. 


1 Ber. d. deutsch. chem. Ges. 49, 2311—2318. 

2 Diese Zeitschr. 94, 219, 1919; 99, 316, 1919. 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 50, 198— 202. 

* Ebendaselbst 52, 558 — 562. 




















Eine Fehlerquelle bei der Blutzuckerbestimmung 
nach der Bangschen Mikromethode'. 


Von 
Emmy Raith. 


(Aus dem Unterrichtslaborat orium fiir Arzneibereitungslehre der Universitat 
Graz.) 


(Eingegangen am 2. Marz 1929.) 


Wenn auch die Bangsche Mikromethode zur Bestimmung des 
Blutzuckers heute nicht mehr in dem Ausmah angewendet wird wie 
friiher, so ist ihre Anwendung immerhin noch breit genug, um auf 
mégliche Fehlerquellen bei ihrer Durchfiihrung hinzuweisen. 

Als ich seinerzeit damit beschaftigt war, Insulin am Kaninchen 
auszuwerten, erhielt ich oft auffallend hohe Blutzuckerwerte (bis 
0,17 °., und dariiber!). Es wurde an einen methodischen Fehler gedacht, 
ohne daB es zunichst méglich war, dessen Ursache herauszufinden 
Spiiter zeigte es sich, dab die Ursache der hohen Blutzuckerwerte an 
den zur Blutabnahme verwendeten Filterblattchen lag. Ich habe ur- 
spriinglich die Blindversuche nur mit den einzelnen Lésungen gemacht 
wie dies ja allgemein geschieht. Als ich jedoch einmal neue Filter- 
blattchen mit der Bangschen Salzlésung eine halbe Stunde hindurch 
extrahierte und die Blindbestimmung hiermit durchfiihrte, zeigten die 
Titrationswerte eine groBe Differenz gegeniiber den mit den bloben 
Lésungen ausgefiihrten Leerversuchen. 

Die Filterchen miissen demnach eine Substanz enthalten, welche 
die Fehlingsche Lésung zu reduzieren vermag und so bei Unkenntnis 
dieser Tatsache einen héheren Blutzuckergehalt vortauscht. Es wurde 
nun systematisch gepriift, wie groB die reduzierende Wirkung der 
Filterblittchen ist, ob sie eine konstante GréBe darstellt und ob sich 
dieser Fehler ausschalten laB8t. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle | 
auszugsweise zusammengestellt. 


' J. Bang, diese Zeitschr. 87, 248, 1918; J. Bang und R. Hatlehoel, 
ebendaselbst 87, 264, 1918; S. Holboll, ebendaselbst 1138, 200, 1921. 
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Tabelle 





l Blindversuche ohne Filter- 
blattchen .Leerversuche* 


2 Mit gereinigten Filter- 
blattchen 


lilterblattchen aus der 
Fabrik 


3 Neue 


4 Filter aus einer alteren 
Vorratsschachtel 


5 Gereinigte Filter nach zwei- 
tagigem Liegen im 
Laboratorium 


6 Gereinigte Filter, 48 Stunden 
im geschlessenen Gefal mit 
Tabakrauch impragniert 


Blindversuche, die nur 


Kochzeit 


vorgeschriebenen 


mit 
durchgefiihrt 


com n/200 
Na, S82, O, 


zurucks 
titriert 


3.801 
3.810 
3,815 
3,832 
3.800 
5.811 


3,826 
3.810 
3.805 
3,506 
3.501 
3.498 
3,462 
3421 
3,487 
3.527 
3461 
3420) 
3,465 
3.585 
3.508 
3,496 
3,443 
3.485 
3,422 
3,430 
3.402 
3,472 
3,439 
3.331 
3,475 
3,472 


Durch: 


Maximum Minimum schnitts- 


3.832 


3.826 


3.506 


‘= 
~l 
te 


3.475 


einzelnen 


wert 


3 800 


S811 
3.805 
3.813 


3,421 


3,477 


3420 


3,487 


3,402 


3,331 


3,429 


Lésungen 


wurden, ergaben 


recht gut iibereinstimmende Titrationswerte (s. Tabelle I, Nr. 


direkt aus der Fabrik (Schleicher & Schiill, Diiren) bezoge 
stark 
Nr. 3) wie Filterblattchen aus einer Alteren Vorratsschachte! 
Ein besonderer Nachteil ist es, daB die Blattchen eine: 
Serie durchaus nicht immer dieselbe reduzierende Wirkung besitzen 


blattchen eine 
(Tabelle ] 


(Tabelle I, Nr. 4). 


zeigten 


Versuchsweise wurden 


Xeinigung unterzogen. 


essigsiurehaltigem Wasser stehengelassen, dann mit destilliertem, aus- 
schlieBlich 


lanwarmem 


geke whtem, 


fast 


einige 


ebenso 


Filterblattchen 
Sie wurden zu diesem Zwecke | Tag lang in 


Wasser oftmals gewaschen 


reduzierende 


einer 


und 


sorgfaltigen 


Titrati 
differer 

gegenub: 

Leerver 


O.334 


0.324 


0.481 


O.382 


che I 
allgemeit 
1). Neu 
ne Filte: 
Wirkung 


nach 
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Vakuumexsikkator tiber Chlorcalcium rasch getrocknet. So vor- 
ihehandelte Filterblattchen zeigten keinerlei reduzierende Wirkung 
labelle L, Nr.2). Trotzdem ist eine soleche Vorbehandlung nicht durch 
fulrbar, weil dadurch die Absorptionsfahigkeit leidet. wie sich an 
eigen Blutzuckerbestimmungsversuchen im Vergleich mit nicht 
vereinigten Blattchen zeigen lieB (s. Tabelle I1) 

Die Ursache, warum die Filterblattchen von Haus aus schon eine 
reduzierende Wirkung besitzen, laBt sich schwer feststellen. Es lich 
sich jedoch mit den wie oben beschrieben gereinigten Filterblattchen 
nachweisen, daB sie sehr rasch aus der Luft reduzierende Substanzen 

iinehmen. Es geniigt schon, sie 2 Tage hindurch frei im Laboratorium 
liegenzulassen. um eine Differenz des Titrationswertes von 0.480 com 
200 Natriumthiosulfat gegeniiber dem Leerversuch mit Losungen 
illein feststellen zu kénnen (Tabelle Ll, Nr. 5). Bei dieser Gelegenheit 
mochte ich auch noch auf die Gewohnheit vieler Arzte verweisen, im 
Laboratorium wiahrend der Arbeit zu rauchen. Wie nachteilig Tabak 
rauch auf die Filterblattchen einwirkt, zeigt der Versuch, bei dem 
gereinigte Filterblittchen durch 48 Stunden in einem geschlossenen 
GefaB der Einwirkung von Zigarettenrauch ausgesetzt waren 
(Tabelle I, Nr. 6) 
Tabelle 11. 





com n 200 Entspricht Proz Entspricht Proz 
Natriumthioe Zucker bei 3,811 Zucker bei 3.47 
sulfat als Ausgangs- als Ausgangs 
zurucktitriert wert wert 
Filterblattchen ohne Vorbehand- 
lung mit 
FS = 3,268 0,303 0.116 
29.25 , . a 7 3,292 0.317 0.112 
2,75 . . ae ee 3,292 0,283 0,100 
32.50 . rt paces 3,266 0,299 O116 
b ilterblattchen vorher gewaschen mit 
39.75 mg Blut eg a Z 5481 0.148 
35.00 . ‘f ayer eee 3.505 0.156 
200. a dD Sy re . 3.526 0.159 -- 


In Tabelle IL sind vergleichsweise die Versuchsergebnisse der 
Bestimmung des Zuckergehalts in normalem menschlichen Blute zu 
sammengestellt, wobei einerseits gewéhnliche Filterblattchen zum 
Aufsaugen des Blutes verwendet wurden, andererseits aber nach der 
oben beschriebenen Methode gereinigte Filterblattchen. Wurden den 
Titrationswerten im ersten Falle die Blindwerte mit den bloBen 
Lisungen zugrunde gelegt, so erhielt man ganz unmodgliche Werte 


Legt man aber den Durchschnittswert der Blindversuche mit Blattchen 


zugrunde, so erhalt man normale Werte von etwa 0.11 mg Blut 


zucker. Im zweiten Falle. wo gewaschene Filterchen verwendet wurden 
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sind die Werte ebenfalls viel zu hoch, was wohl darauf zuriickzufiih 
ist, daB die Filter durch den WaschprozeBb leiden, d. h. ihre Absorptions 
fahigkeit dirfte geringer werden und es ist médglich, daB nicht alles 
EiweiB zuriickgehalten wird, das seinerseits auch auf Fehlingsec}y 
Lésung wieder reduzierend wirkt. Es ist also nicht méglich, die Filte, 
durch einen WaschprozeB so zu reinigen, daB sie fiir Blutzucke 
bestimmungen verwendbar sind. 

Ich méchte noch nebenbei bemerken, dal} die reduzierende Wirkung 
der Filter durchaus nicht bei allen Serien so groB ist, wie hier in Tabelle | 
angegeben, sie kann viel kleiner sein, jedoch noch immer bedeutend 
genug, um die Analysenresultate wesentlich zu beeinflussen. 

Da es nicht méglich ist, die Filterblattchen durch einen Wasch 
prozel} entsprechend zu reinigen, so kann man dem Fehler, hervoy 
gerufen durch die reduzierende Wirkung der Filterblattchen, nu 
dadurch begegnen, daB man vor jeder Blutzuckerbestimmung eine 
groéBere Anzahl von Blindbestimmungen mit Filterblittchen macht 
und den Durchschnittswert dieser Blindbestimmungen dann der B« 
rechnung zugrunde legt. Nur so hat man eine verhaltnismaBige Gewalr 
fiir die Richtigkeit der Analysen. Ganz ausgeschaltet ist dieser Fehle: 
bei Verwendung der jetzt schon vielfach gebrauchten Weissschen 
Pipette. welche allerdings gréBere Blutmengen zur Analyse erfordert 


Zusammenfassung. 


1. Es wird festgestellt, da8 die zur Bangschen Blutzucker- 
bestimmung in den Handel kommenden Filterblittchen eine redu 
zierende Wirkung gegeniiber Fehling scher Lésung besitzen und dadurch 
hohere Blutzuckerwerte vortaéuschen kénnen 

2. Durch einen WaschprozeB lassen sich die Filterchen zwar so 
reinigen, daB sie keine reduzierende Wirkung mehr aufweisen, jedoch 
leidet dadurch ihre Absorptionsfahigkeit, so daB sie praktisch fiir Blut- 
zuckerbestimmungen nicht mehr zu verwenden sind. 











ul 


he 








Uber die parenterale Resorption von Kolloiden. II. 


Von 
S. Hayashi aus Nagoya (Japan). 


{us dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 


Berlin.) 


(Eingegangen am 4, Mdrz 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie Jacoby" in einer friiher erschienenen Mitteilung ausgefiihrt hat, 
ist es méglich, mit der von ihm ausgearbeiten Methodik die parenterale 
tesorption von Kolloiden mit Hilfe der Urease quantitativ zu studieren. 
Auf Vorschlag von Herrn Prof. Jacoby habe ich Untersuchungen nach 
dieser Richtung ausgefiihrt. 

M. Falk* hat im hiesigen Laboratorium zuerst gefunden, da man 
die Sojaurease nach intraperitonealer Injektion im Serum nachweisen 
kann. Bei Hunden konnten Carnot, Gérard und Moissonier® nach 
intravenéser Injektion von Sojaextrakten die Urease im Serum, nach 
subkutaner Injektion das Enzym nur in Spuren nachweisen. Bei der 
Zufuhr vom Magen aus war es im Serum nicht nachweisbar. Sunzeri* 
nimmt an, da intravends injizierte Urease aus Sojamehl im Blute 
kaum eine Wirksamkeit entfaltet und im Harn ausgeschieden wird 

Die in dieser Arbeit angewandte Methodik bestand darin, nach ver- 
schieden gestalteter Zufiihrung die Urease nach bestimmten Zeiten im 
Serum nachzuweisen. Wahrend bei M. Falk die Auxowirkung des Serums 
noch die unerlaBliche Vorbedingung fiir die Erfassung der minimalen Urease 
mengen war, die nach stattgefundener Resorption im Blutserum nachweisbar 
waren, spielt bei der jetzt zur Verfiigung stehenden Methodik die Serum 
Auxowirkung nicht mehr eine so ausschlaggebende Rolle. 

Alle Versuche wurden an Kaninchen ausgefiihrt. Um alle Lmmunitats 
reaktionen auszuschlieBen, wurde fiir jeden Versuch immer ein neues 
Kaninchen benutzt. Das Blut wurde entweder aus den OhrgefaiBen oder 


1 Diese Zeitschr. 208, 278, 1928. 

2 Ebendaselbst 59, 316, 1914. 

% Ann. de l'Institut Pasteur 35, 1, 1921. 

* Boll. d. Soe. Ital. di Biol. Sperim. 27, 796, 1928. 
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aus den HalsgefaBen entnommen. Bei jeder Versuchsreihe wurde auc} 
diesem Punkte einheitlich vorgegangen. 

Die gesamten Versuche wurden mit demselben Jackbean-Urea 
praparat, das dem hiesigen Laboratorium in vorziiglicher Qualitaét von . 
Arlington-Co. tiberlassen worden war, ausgefiihrt. Die Enzymlésung: 
ebenso auch alle anderen Versuchslésungen, wurden taglich frisch bereit«t 
Fir jede Probe kamen 20 ccm Harnstoff (2°), 2cem Cyankalium (1 
immer gleiche Volumina und gleiche Verdiinnung, zur Verwendung, z 
Vermeidung des Schaumens Olivenél zum AusschluB von Bakteri 
witkung Toluol. Als Lésungsmittel kam bei der Ureasebestimmung Sérens: 
sches Phosphatgemisch (m3, pq 7.1) zur Anwendung. Die Lésungsmitt: 
und die Konzentration der dem Kaninchen einverleibten Urease variiert: 
in den einzelnen Versuchen. Wir geben daher die Einzelheiten bei de 
betretfenden Versuchen an. Die intravenésen Injektionen erfolgten in div 
Ohrvene, die intraperitonealen Injektionen wurden mit besonderer Vorsicht 
ausgefiihrt. Dann gelingt es, die Injektion in den Darm mit Sicherheit z 
vermeiden. Die subkutanen Injektionen boten keine Schwierigkeiten. 

Die Versuchskolben kommen fiir 20 bis 24 Stunden in den Brutschran! 
dann 25 Minuten Dampfdestillation. Bei den Versuchen, bei denen gréBer 
Serummengen verarbeitet wurden, mubte besonders darauf geachtet 
werden, daB durch das Schiumen bei der Destillation keine Fehler ent 
stehen. Das gelang stets. 


Intravenise Versuche. 

Tabelle L ist aus Einzelversuchen zusammengestellt, die siimtlich 
nach dem gleichen Schema angestellt waren. Versuche | und 4 sind 
gleichzeitig ausgefiihrt worden. Die Zahlen geben direkt in Kubik 
zentimeter n/10 Saure die Ammoniakwerte, die aus der gleichen Menge 
Harnstoff unter gleichen Bedingungen durch die Einwirkung von 
2ccem Serum der mit Urease intravenés behandelten Tiere gebildet 
wurden. Die Zahlen sind direkte Analysenwerte, zunichst ohne jede 
Umrechnung und Reduktian. Sie ergeben auch so schon einen Uber 
blick und lassen ohne weiteres Vergleiche zu. 


Tabelle I. 


Nachweis in 2cem Serum nach intravendéser Injektion. 





NaCl Blutentnahme in Minuten nach der Injektion 


Versuch (0,85° cig) Urease 
Nr, com mg 10 20 9 110 120 
1 10 5) 78,5 
2 7.5 37.5 58.6 57.5 57,7 57,2 
; 5 25 38.6 36,4 32.4 31,7 
3 15 26,6 24.6 18.1 15.8 
a 2.5 D 15.5 13.7 10,1 — &.5 
6 25 D 15.6 — 


Bei den Versuchen 4 und 5 wurde auch noch in gréBeren Zeit- 


abstanden nach der intravendsen Injektion der Gehalt des Serums 
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Crease gepriift. Aus den Zahlen ergibt sich, dab unter den quan- 
itiven Bedingungen dieser Versuche am nachsten Tage keine Urease 
er nur noch Spuren im Serum nachweisbar sind. Wenn wir weiter 
ten reduzierte Werte wiedergeben. wird sich das noch deutlicher 
veben 

Tabelle 11. 





Nach der Injektion Tier 4 Tier 5 
5 Stunden ... 12.2 8.2 
21 7.7 5,2 
24 7.4 
29 5,7 


In Tabelle IL] werden besonders die Werte zusammengestellt 
velche in den gleichzeitig ausgefiihrten Versuchen | und 6 nach 
\) Minuten bei Verarbeitung verschiedener Serummengen ermittelt 
wurden. Diese Versuche geben ein anschauliches Bild davon, um wie 
rhebliche Ureasewirkungen es sich handelt und wie die Werte von 


er Menge des Serums abhangig sind 


Tabelle 111. 


Nachweis im Serum, das nach 10 Minuten entnomnyen war 








Eingespritzte Urease in Menge des Serums 
Nr 
com mg 10 com 5 com 2 com 1 com 
l 10 50 132.1 103.1 78.5 54.5 
2 2.5 5 50.6 33,7 15.6 10.6 


‘i Um die direkt gewonnenen Werte 

' zu reduzieren, so da man. sie in 

> | Kurven als Milligramm Urease ein 
tragen kann, wurden unter ganz 


gleichen Bedingungen, also auch in 


s 96 


Abb. 1 Kurve 4 \b Kui ve und 
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Gegenwart entsprechender Serumquantititen die Wirkungen 
schiedener Ureasemengen besonders bestimmt und die Werte da 
umgerechnet. 

Man erhalt so die Kurve A, welche die Proportionalitat zwischen 
der injizierten Ureasemenge und den im Serum nachweisbaren Ureas 
quantitaten anzeigt. Die kleinen Abweichungen im Anfang der Kury: 
sind offenbar methodisch begriindet. Die Kurven B und © zeigen 
daB unter den verschiedensten quantitativen Verhiltnissen in den 
ersten Stunden die Ureasemenge im Serum weitgehend konstant ist 


Eine besondere Berechnung ergibt schlieBlich, daB in sehr lx 
friedigender Ubereinstimmung etwa 53 °,, der intravenés eingespritzten 
Urease sich regelmaBig in je 100 cem Serum nachweisen lassen. 


Intraperitoneale Versuche. 


Wahrend bei der intravenésen Injektion eine ziemlich groBe Gleich- 
maBigkeit der im Blutserum auftretenden Urease erreichbar ist. begegnet 
man bei der intraperitonealen Zufuhr in bezug auf die Konstanz der 
Versuche zunachst gewissen Schwierigkeiten Dabei sehen wir auch 
noch ganz davon ab, daB gelegentlich hier Versuche ausfallen, weil 
die Einspritzung nicht in die Bauchhéhle erfolgt, sondern versehentlic! 
die Ureaselésung in den Darm injiziert wird. 


In Tabelle IV geben wir einige Versuche wieder, welche an ver 
schiedenen Tagen bei verschiedenen Tieren mit gréBeren Ureasemengen 
durchgefiihrt wurden Die Bedingungen waren nur insofern iiberal! 
die gleichen, als immer 10 cem einer m/3 Phosphatmischung von pg 7.1 
injiziert wurde und die Blutentnahme 4 Stunden nach der Injektion 





erfolgte. 
Tabelle 1V. 
hiseoee Ureasewirkung in folgenden Serummengen 

Nr 
mg 10 com 5 com 2 ccm 1 com 
I 100 34,3 21,2 11,5 8.5 
2 50 75.4 51,4 28,3 17,2 
3 59 64,4 42.7 22.8 13.3 
4 59 34.3 20,9 13,8 a4 


Kleinere Dosen geben bei intraperitonealer Einspritzung nur 
geringe, aber doch sichere Ausschlige, wie die folgenden Versuche 
zeigen. Bei diesen Versuchen ist noch zu beriicksichtigen, da8 nur 
0.5cem Serum untersucht wurden und bereits 2 Stunden nach der 


Ureaseeinspritzung das Blut zur Priifung entnommen wurde. 
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1. In je O0.5cem Serum wird nach intraperitonealer Einspritzung 
n 10mg Urease die Enzymwirkung bestimmt 


Vor der Einspritzung. . . . . . . . . 67 und 6,8, im Mittel 6,75 
15 Minuten nach der Einspritzung . . 6,5 ,, 6.6, , rm 6.55 
60 ‘a - a ° —e he ee Ch ™ 9,1 

120 - os os 9° > ow ee one ae + a 4 


Nach Abzug des Normalwertes, der tibrigens nichts mit der Zu- 
sammensetzung des Normalserums zu tun hat, sondern die spontane 
Harnstoffspaltung des Systems darstellt, verbleibt also 


fir 60 Minuten ein Wert von 9,1 6,75 2.35 
120 7 ‘s . s ae 6,75 2,65 


2. Dieselbe Anordnung, nur Injektion von 50 mg Urease: 


Vor der Einspritzung. . ‘ .. . 58 und 6,0, im Mittel 5,9 
15 Minuten nach der E inepritsung —— ae 8,7, - 8,55 
60 . * - - 6 ik ie i. oe ™ 10,95 
120 - se - - ~~ a o Bee wo = 12,95 
Also fiir 
15 Minuten 8,55 5,9 2,65 
60 a 10,95 5,9 5.05 
120 = 12,95 5.9 7.05 


Subkutane Versuche. 
In der folgenden Tabelle werden einige Versuche mit subkutaner 
Verabfolgung der Urease wiedergegeben. 


Tabelle V. 





Versuchs- _— Serummenge 
dauer Lésungsmittel 
Std. mg 10 com 5 com 2 com 1 com 
4 50 m/3 Phosphat 8,7 7A 7.0 5,5 
4 50 0,85 %ig. NaCl 11,3 9,6 7,2 5,7 
21 59 m3 Phosphat 21.5 13,4 8,6 6,9 
21 50 0,85% ig. NaCl 10,5 6,7 6,0 5,0 


Nach subkutaner Injektion kann man also nicht viel Urease im 
Serum nachweisen. Wahrscheinlich braucht die Resorption vom 
subkutanen Gewebe aus mehr Zeit als bei intraperitonealer Injektion. 

Der gréBte Wert wurde bei der Untersuchung nach 21 Stunden, 
und zwar bei einer Zufuhr in neutraler m/3 PhosphatlOsung gefunden. 


Die Bedeutung des Milieus fiir die parenterale Ureaseresorption. 


Um die Bedeutung des Milieus, insbesondere der physiologisch 
wichtigen Bedingungen fiir die Resorption zu studieren, muB man die 
Qualitat der Ionen, ihre Konzentration und die Reaktion der Ferment- 
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losung variieren. Das sind wenigstens die ersten Schritte auf 
einzuschlagenden Wege. Zu derartigen Versuchen eignet sich nu 
intraperitoneale Weg, obgleich ja auch ihm, wie wir gesehen ha! 

gewisse Mangel anhaften. Denn die intravenise Injektion kon 

natiirlich nicht in Betracht und die Ausschlage bei der subkuta: -- 
Zufuhr sind zu gering. Fiir die Beantwortung der in diesem Abschnit: 

zu erOrternden Fragen werden nur Versuche herangezogen, die gleic| 

zeitig und unmittelbar nebeneinander angestellt wurden, wo also a 
Bedingungen sonst identisch und immer nur eine jedesmal beabsicht igs. 
Milieuverschiedenheit eingeschaltet worden ist 











stil 
Versuch 1. Zwei Kaninchen erhalten die Urease intraperitoneal : Ke 
Tier A (2620 ¢g), gelést in 10cem m3 Phosphatgemisch iol 
B (2600 g), pn -— a i dit 
Nach 4 Stunden findet man im Serum, und zwar in: clit 
10 com 5 cem 2 ccm 1 com 
\ 75.4 51,4 28.3 17,2 
B 61,3 39.2 21.5 14.2 
eT 
Versuch a in 
Tier A (2730 g), gelést in 10cem m/3 Phosphatgemisch E 
B (2510 g), °., ss» Ge = vi 
Nach 4 Stunden im Serum: s 
10 com 5 ccm 2 ccm 1 com | 
A 34,9 20,9 13.8 9.4 b 
B 23.9 14,0 99 6.8 
Versuch 3. s 
Tier A (2680 g), gelést in 10 cem 0.85 °,igem: NaCl 
B (2730 g), a » 10 ,, 2 %igem NaCl I 
Nach 4 Stunden im Serum: : 
} 
‘ 
10 com 5 ccm 2 «cm 1 com 
46.6 28.5 16,0 11,0 
B 33.3 21,0 12.5 8.0 


Versuch 4. 
Tier A (2750 g), gelést in 10 ccm m ‘6 Phosphatgemisch 
. B (2600g), ., ., 10 .. 2% igem NaC! 


Nach 4 Stunden im Serum: 





10 ccm 5 ccm 2 ccm 1 com 


\ 45,1 28,4 15.1 10.3 
L 58.6 38.8 19.7 


12.6 
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le rsuch é. 
Tier A (2590 g), gelést in 10 cem Phosphatgemisch (m 3. Pu 7,4) 


B (2630 g), - a a a es (m 3, py 6.8) 


Nach 3 Stunden im Serum: 





10 com 5 oom 2 com 1 com 
A 49.1 82.8 18.6 13.9 
t B 34.4 24.4 13,0 11.3 


Die Versuche sind noch nicht ausgedehnt genug, um schon be 
stimmte Aussagen zu machen. Aber man erkennt bereits, dab die 
Konzentration der Lésungen, die Art der lonen und die Wasserstoff- 
jonenkonzentration der Lésungsmittel bei sonst ganz gleichen Be 
dingungen fiir die Resorption von Bedeutung ist. Natiirlich miissen 
diese Versuche noch fortgesetzt werden. 


Ergebnisse. 

1. Bei intravendéser Injektion von Urease kommt es zu einer sehr 
erheblichen Konzentration des Enzyms im Serum. Die Urease verbleibt 
in ziemlich unveranderter Konzentration einige Stunden im Serum 
Enzymspuren verschwinden erst allmahlich. Etwa die Halfte der im 
ganzen intravendés eingespritzten Ureasemengen laBt sich in 100 ccm 
Serum nachweisen. 

2. Auch intraperitoneal ]4Bt sich Urease im Serum anreichern 
Jedoch braucht die Anreicherung einige Stunden Zeit und schafft nur 
bei geniigender Menge des eingefiihrten Enzyms grobere Serumwerte 

3. Subkutane Zufuhr des Enzyms fiihrt nur ganz allmahlich zu 
spurenweisem Auftreten von Urease im Serum. 

4. Die intraperitoneale Resorption des Enzyms scheint vom 
Lésungsmittel der Urease abhingig zu sein. Als Bedingungen kommen 
die Konzentration, die Qualitit der lonen und die Wasserstoffionen 


konzentration der Lésungen in Frage. 





Uber den quantitativen Mikronachweis des Morphins'. 


l. Mitteilung: 


Morphinbestimmung in reiner Lisung. 


Von 
Peter Fleischmann. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Mdrz 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der Absicht, Fragen der Verteilung und des Abbaues vor 
Morphin im tierischen Organismus zu studieren, suchte ich nach einer 
brauchbaren Methode fiir den quantitativen Nachweis kleiner Menge: 
dieses Alkaloids. Die meisten vorhandenen Methoden beziehen sich 
auf den Nachweis des Morphins in der Opiumdroge und setzen ver- 
haltnismaBig hohe Morphinmengen voraus. Der Nachweis in tierischen 
Koérpersubstanzen ist gewéhnlich an komplizierte Extraktions- und 
Reinigungsverfahren gebunden, die ein hohes MaB von Unsicherheit 
bedingen und fiir jede einzelne Bestimmung umstandliche und zeit 
raubende Prozeduren erfordern. Die Nachteile, die bei gréBeren 
Morphinmengen als unangenehme Stérungen empfunden werden, be 
lasten den Nachweis kleiner, unter | mg liegender Mengen so stark, dai 
die Ausarbeitung einer neuen Methode unbedingt notwendig erschien 

Die vorhandenen Methoden beruhen im wesentlichen auf der Waguny 
des isolierten Alkaloids oder seiner Additionsprodukte nach vorherige: 
Ausfallung, auf maBanalytischen oder optischen Verfahren, oder auf kolori 
metrischer Verwertung seiner Farbreaktionen. Alle diese Endbestimmungen 

! Die Ausfithrung dieser Arbeit und der sich daran anschlieBenden 
weiteren Mitteilungen wurde durch ein Forschungsstipendium erméglicht. 
das dem Verfasser von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
gewahrt wurde. Die Kosten der Apparaturen und die Ausgaben fiir dic 
Tierversuche wurden aus Mitteln bestritten, welche dem Leiter des Labora 
toriums, Herrn Professor Martin Jacoby, von der Notgemeinschaft bewilligt 
worden waren. 


Fiir die weitgehende Férderung sprechen wir der Notgemeinschaft det 
Deutschen Wissenschaft auch an dieser Stelle den ergebensten Dank aus. 
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en nur in reinen Lésungen sichere Resultate. Sollte die Extraktion und 
j.olierung mit allen ihren Gefahren vermieden werden, so lag die erste 


\ufgabe in der Ausarbeitung einer méglichst spevifischen Endbestimmung, 
gegen die Anwesenheit einer Reihe aus tierischen Kérpersubstanzen 
ammender Stoffe unempfindlich ware. 

Ich ging von der aus neuerer Zeit stammenden, in Goftlichs Institut 
isgearbeiteten Methode von Takayanagi! aus. Takayanagi hedient 
sich der Chloroformextraktion bei bicarbonatalkalischer Reaktion, so 
daB auch seiner Methode die erwaihnten Miangel anhaften. Zur End.- 
hestimmung verwendet er die Fallung des Alkaloids mit Hilfe von 
Phosphormolybdansiure und die Wiagung des getrockneten Niedet 
schlags. Nach Angabe des Verfassers ist das Verhaltnis des ermittelten 
Gewichts zum Gewicht des gefillten Morphins konstant. Die Methode 
soll fiir den Bereich von 5 bis 100 mg Morphin gute Resultate geben 
sie kommt also fiir den Mikronachweis nicht in Betracht. Das Prinzip 
der Molybdanfallung konnte aber fiir diesen Zweck tibernommen werden 

Einen zum Mikronachweis fiihrenden Weg wies das Tisdallsche 
Verfahren der Phosphatbestimmung im Serum®. Bei diesem Verfahren 
wird das Phosphat im enteiweiBten Serumfiltrat nach der von Pouget 
und Chouchak® stammenden Idee mittels einer salpetersauren Losung 
von Strychnin und Ammoniummolybdat als Strychnin-Phosphor- 
molybdat ausgefallt. Dieser Niederschlag wird durch Zentrifugieren 
isoliert, in Lauge gelést und dann mit einer Ferrocyankalilésung und 
Salzsiure zusammengebracht. Dabei entsteht eine von Aleinmann* 
untersuchte kolorimetrierbare Farbung, die mit einer Standardprobe 
verglichen wird. Es lag nun nahe, ein ahnliches Verfahren fiir den 
Alkaloidnachweis anzuwenden. Die Fallung des Morphins miiBte dann 
etwa wie in der Takayanagischen Methode, die Endbestimmung aber 
entsprechend der Tisdallschen Methode, also auf kolorimetrischem 
Wege vorgenommen werden. 

Dieses Prinzip lieB sich tatsiichlich verwirklichen. Nachtriglich 
wurde aber das Tisdallsche kolorimetrische Verfahren bei der End. 
bestimmung durch ein neues, spezifischeres ersetzt. Erst in dieser 
Form erwies sich die Methode als geeignet fiir Bestimmungen des 


Morphins aus Korpersubstanzen. 


Die Fillung. 


Ich wandte also, wie gesagt, die Phosphormolybdansaurefallung 
des Morphins an. Es war zunichst notwendig, die giinstigsten Be- 


! Takayanagi, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 102, 167 

2 Tisdall, Journ. of biol. Chem. 50, 329, 1922. 

3 Pouget und Chouchak, Bull. de la Société chim. de France, Ser. 4, 
5 und 9. 

4 Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 72 und 150, 1919. 


Biochemische Zeitschrift Band 208 24 











370 P. Fleischmann : 


ding ingen fiir diese Fallung zu ermitteln. Wichtige Angaben iiber ||) ge 
Eigenschaften von Alkaloid-Phosphormolybdatniederschlagen — briny 
Kleinmann'. Doch sowohl er als die von ihm zitierten Autoren hatt hut 
die Phosphatausfallung durch ein im UberschuB zugesetztes Alkaloj:| bel 
Molybdatreagens im Auge. Ich mubte simtliche Bedingungen mt 
KinfluB8 auf die Morphinfallung ausiiben kénnen, von diesem new ler 
Gesichtspunkt aus durchuntersuchen 

Geht man von den Takayanagischen Reagenzien aus, so erweist ge 
sich die Mitausfallung von Ammoniumphosphormolybdat als stGrende 
Faktor. Takayanagi half sich dadurch, daB er zu seinem Fillungs al 
reagens Oxalsaure zusetzte, die diese Mitausfallung hemmte. Nun ai 
zeigte sich aber, dab diese Hemmung einerseits auch die Alkaloid - 
fallung betrifft, andererseits die Ammoniakmitausfiallung nicht ginzlich - 
beseitigt. Re 

Es erscheint daher praktischer, auf den Oxalsiurezusatz zu ver od 
zichten und statt dessen mit ammoniakfreien und (wegen der ent ke 
sprechenden Kaliumausfillung) kaliumarmen Loésungen zu arbeiten . 
Statt des Ammoniummolybdats bediene ich mich daher. nach dem - 
Vorgang von Aleinmann und anderen Autoren, neutralisierter Lésungen . 
von Molybdantrioxyd, also neutraler Natriummolybdatlésungen. Dir 
genaue Vorschrift soll spaiter gegeben werden. 

Neben dem Molybdantrioxyd sind zur Fallung Séure und Phosphat 
erforderlich. Von der absoluten und der relativen Menge dieser drei 
Komponenten hingt Art und GréBe des Morphinniederschlags ab 
Ich arbeite mit Salzsiure*?, da Salpetersiure, wie spiter zu erdrtern 
sein wird, die kolorimetrische Endbestimmung stért. Der Vergleich 
einiger anderer Saiuren zeigte, da bei essigsaurer Reaktion iiber 
haupt keine Ausfillung eintritt, daB dagegen Trichloressigsiure, Salz- 
sdure und Schwefelsaure gleiche Titrationsaziditat vorausgesetzt 
dieselben Resultate liefern. 

Um eindeutige Resultate zu erhalten, bediente ich mich neutrale: 
Molybdan- und Phosphatlésungen. Die Neutralisierung des Mo-Reagens 
wurde durch wasserfreies Natriumcarbonat erreicht. Die neutrale Phosphat 
lésung wurde auf Grund der Sérensenschen Vorschriften bereitet. 

Als MaB der Ausfillung diente mir bei den Versuchen, die zur 
Festlegung der optimalen Fillungsbedingungen angestellt wurden, der 
Grad der Triibung, die in einer schwachen Morphinlésung (0.2 mg 
Morphinchlorid® in 5 cem Flissigkeit) durch die verschieden zusammen. 


' Kleinmann, |. ¢. 

* Zunachst von Kober und Egerer, zit. bei Kleinmann, verwandt. 

3 Ich habe stets Lésungen von Morphinchlorid verwandt. Alle quan- 
titativen Angaben beziehen sich auf dieses Salz. Interessiert der Gehalt 
an reinem Alkaloid, so miissen die auf das Salz beziiglichen Zahlen mit 0,76 
multipliziert werden. 
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gesetazten Fallungsreagenzien erzeugt wurden. Zum Vergleich stellte 


iIngt ch die Reagenzgliser in einen Komparator, dessen hintere Scheibe 
tt lurch sehwarzes Papier ersetzt war. Die Glaser wurden von oben stark 
0 beleuchtet, so daB die getriibten Proben bei Betrachtung durch die 


teren Lécher leuchtend erschienen. die weniger getriibten dagegen 

I len dunklen Hintergrund erkennen lieben. Diese primitive Anordnang 

ergab konstante Resultate und erlaubte die Ermittlung einiger all- 
gemeiner Regeln fiir die Zusammensetzung des Fallungsreagens 


Zur Vereinfachung der Aufgabe wurde zuniichst das Verhaltnis 
von Mo zu Phosphat konstant gelassen, und zwar so gewihlt, dab 
nem Atom P ungefahr 12 Atome Mo entsprachen. Nun wurde in 
susgedehnten Versuchen das giinstigste Verhaltnis zwischen Molybdan 





cl ‘ . . , 
ind Phosphor ecinerseits und der Salzsiiure andererseits ermittelt 
Beide Faktoren wurden in weiten Grenzen variiert. Von den ver 
schieden konzentrierten Fallungslésungen wurden stets gleiche Flissig- 
t 
keitsmengen zu konstanten Morphinlésungen (mit 0.2 mg) zugesetzt 
i  -—_ . ° . 
Die auftretenden Triibungen wurden dann grob quantitativ registriert, 
iB . ° , ° ° 
wobei natiirlich nur das Mehr oder Weniger notiert werden konnte 
s. Abb. 1). 
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Abb. 1. Kurven der Tribungsgrade 
- 100mg MoOsy und !/;, mg-Mol. 12.5mg MoO, und '/;44 mg-Mol. P 
neutrales Phosphat. 625mg MoO, und '/o.< mgeMol. P 
--— 50mg MoO, und !/3¢ mgeMol, P. —— 3,1 mg MoO, und '),;, mgeMol. P 


25mg MoO, und !/;, mg«Mol. P 


Jede einzelne Kurve entspricht einer konstanten zur Fallung verwandten Menge Mo Og, und der 

entsprechenden Menge Phosphat. Die Abszissen geben die titrierte Aziditat des Fallungsmilieus 

(nach der Fallung) an, die Ordinaten entsprechen ungefahr dem Grad der Triibung bei kon 
stantem Morphingehalt. 


Wenn man von Deformationen absieht, die offenbar hauptsachtich 
von der primitiven Technik des Triibungsvergleichs abhangen. so 
bieten die einzelnen Kurven der Abb. 1 ahnliche Zige. Fur jede 
Molybdanmenge existiert eine untere Aziditatsschwelle; unterhalb 
dieser kommt es zu keiner Triibung schwacher Morphinlésungen. Bei 
steigender Aziditit nehmen die Triibungen zuniichst rasch zu, nach 


24% 
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Uberschreitung des Maximums sinken sie und verschwinden bei 

reichung der oberen Azidititsschwelle. Untere und obere Schwei) r 
sowie das Maximum liegen um so héher, je mehr MoO, verwandt wur: wu 
so daly z. B. bei einer 9.6 cem n/ 10 Saure entsprechenden Aziditat ein n | 
starke Morphintriibung eintritt, wenn 25mg MoO, zur Fallung ver. 12 
wandt wurden, wihrend dieselbe Aziditit noch unterhalb der Schwel| Di 
fiir L0Omg MoQ, liegt ers 


Des weiteren ist aus dem Vergleich der Kurven zu ersehen, dat 








die maximalen Triibungen um so starker sind, je mehr MoO, w na 
Phosphat in der Fallungslésung enthalten ist ( 
Nebenbei fiel auf, daB die gelbe Farbe der Filhungslésungen (vo. uit 
dem Zusatz zur Morphinlésung) denselben Gesetzen gehorcht. Dies 1 
Farbe konnte kolorimetrisch, also exakter als die Triibungen, gemessen w 
werden (Abb. 2) st 
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Abb. 2. Kurven der Farbintensitat der Fallungsgemische. 
- 100mg MoOs und !';,.1'/;999 Mol. neutr. Phosphat. -—--— 50mg MoO, 
-~ 25mg MoOs. 125mg MoQs. 625mg MoO,. - 3,1 mg 





Jede Kurve bezieht sich auf cine konstante zur Fallung bestimmte Menge Molybdantrioxyd und 
Phosphat (entsprechend den Kurven der Abb. 1). Die fiir jede Probe anders zusammengesetzten 
Mo O3+Phosphat-Salzsauregemische wurden vor der Fillung hergestellt und kolorimetriert 


Die Ahnlichkeit der Farb- und Triibungskurven ist auffallend! 
Wir haben es hier offenbar mit einer vom Morphin unabhangigen 
Eigenschaft der Phosphormolybdansaure zu tun. 


1 Bei genauer Priifung finden sich iibrigens gewisse Unterschiede 
zwischen den beiden Kurvenscharen. 
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Die den Maxima entsprechenden Aziditatswerte wurden nun 
genauer durch Interpolationsversuche ermittelt Bei 50mg MoQ, 
wurde die starkste Triibung beobachtet. wenn die Aziditit & bis 9 cem 
n 10 Saure entsprach, bei 75mg MoO, betrug die optimale Aziditit 
12 bis 13 cem n/10 Saure, bei 100 mg MoO, 16 bis 18 com n 10 Saure 
Diese Versuche wurden spater durch kolorimetrische Reihenversuche 
erginzt: eine konstante gréBere Morphinmenge (0.4 bis 1.0 mg Morphin 

ilorid) wurde mit Hilfe von Fallungslésungen verschiedener Zu 
sammensetzung gefallt. und die Niederschlige wurden kolorimetrisch 
verglichen. Die Resultate stimmten sehr gut mit den friiher gewonnenen 
iiberein. Diese Versuche vermittelten auBerdem eine Erkenntnis, die 
fiir die Sicherheit der Methode von grober Wichtigkeit ist : der Maximum 
wert steht nicht isoliert da, sondern es existiert ein Maximumplateau 
so daB kleine Abweichungen der Aziditat bedeutungslos bleiben. Hier 
folgt ein Beispiel aus einer gréBeren Zahl iibereinstimmender Versuche 

In eine Reihe von Zentrifugenglasern, die 0,4 mg Morphinchlorid, 
velést in 5cem Wasser enthalten, kommt je |cem HCl verschiedener 
Konzentration, dann je 1 cem einer 117mg MoO, und die entsprechende 
Menge Phosphat (ungefahr '/,, mg-Molekiil) enthaltenden Fallungslésung. 
Die weitere Verarbeitung erfolgt nach den unten gegebenen Regeln. Der 
héchste Wert wird als 100°, gesetzt. 


Tabelle I. 





Kolorimetrischer Wert 


Aziditat 
entsprechend 15cem n/10 Saure &8 
- 19 , n/10 - 100 | 
20 , n/10 » 100 Maximumplateau 
238 . n/10 " 100 
2 , 2/10 , 99 
. 30 . nilO a 85 
7 a . wid . 76 


Aus den angefiihrten Versuchen kann man eine Regel ableiten, 
die zum mindesten im Intervall 50 bis 117 mg MoO, gilt: bei konstanter 
Menge Mo und entsprechender Menge P herrschen die giinstigsten 
Fallungsbedingungen. wenn ein bestimmtes, von der Mo-Menge un- 
abhingiges Verhaltnis zwischen Mo und Saure eingehalten wird. (1 mg 
MoO, : 0,17 cem n/10 Saure.) Kleine Abweichungen von diesem Ver- 
haltnis sind zulassig, da sie in das Gebiet des Maximumplateaus fallen 


~ Nun muBte gepriift werden, ob das aus theoretischen Griinden 
gewihlte konstante Verhiltnis Mo: P das giinstigste ist. In dieser 
Versuchsreihe wurde das Verhaltnis Mo: HCl konstant gehalten und 
die P-Menge variiert. Auch hier gaben die Beobachtung der Triibungen 
und kolorimetrische Versuche iibereinstimmende Resultate Fiir 
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50 mg MoQ, erwies sich '/,, cem einer m/3 Phosphatlésung als opt ima| 
(Triibungsreihe). Uber die Verhaltnisse bei 80 mg MoO, belehrt folgen:e; 
kolorimetrischer Versuch. 

In allen Proben | mg Morphinchlorid, 80 mg MoQ,, l ccm 1,3 n Sa 


Phosphatmenge variiert. Kolorimetrische Werte in Prozenten des Maxi: 
werts angegeben. 


Tabelle 11. 





. Kolorimetrische Werte 
cem der m/3 Phosphatlésung — a 


0.05 &S 
0,08 G4 
0,11 100 
0,14 100 
0.17 91 
0,2 51 


Auch bei der Phosphatvariation finden wir ein deutlich aus 
gepragtes Maximumplateau. In einem Versuche, der entsprechend 
den vorigen mit 117 mg MoQ, angestellt wurde, lag das Optimum 
plateau in dem Gebiet um 0,21 cem m/3 Phosphatlisung. Auch hier 
finden wir ein konstantes Optimumverhaltnis, das von der Mo-Meng: 
in weiten Grenzen unabhangig ist und auch fiir verschiedene Morphin 
mengen gilt: auf je 1 g MoO, muB 0,55 bis 0.6 mg-Molekiil Phosphat 
kommen. 144 g (1 g-Molekiil) MoO, entspricht dann ! 
Molekiil Phosphat. 

Durch Stichproben wurde festgestellt, daB dieses Verhaltnis (1 Mo! 
MoQ,:'/,, Mol Phosphat) auch bei ungiinstigen Saureverhiiltnisser 


7 
12,6 DIS */ig 


optimal ist. 

Die Farbung des Fillungsmilieus, die ja von denselben Faktore: 
beeinfluBt wird wie die Morphinfallung. kann unter Umstanden dazu 
dienen, eine Stérung zu entdecken: ist die Farbe des Fallungsmilieus aut 
fallend blaB, so ist das optimale Verhiltnis der Fallungskomponenten 
gestért (z. B. durch hohen Phosphatgehalt oder durch ungiinstige Reaktior 
der Morphinlésung selbst). 

Durch die beschriebenen Versuche war die relative Zusammen 
setzung des Faillungsreagens festgelegt: auf je 1 mg des mit Na,CO, 
neutralisierten MoO, kommt 0,00057 mg-Molekiil neutrales Phosphat 
und eine Saéuremenge, die 0.17 cem n/10 Saure entspricht. 

Was die absolute Menge dieser Reagenzien anbetrifft, so sprachen 
die Triibungsversuche dafiir, daB die Morphinausfillung um so starker 
ist, je héher die Mo-Konzentration gewahlt wird. Bei dem Zentri- 
fugieren der getriibten Lésungen stellte sich auBerdem heraus, daB eine 


gewisse Mindestaziditat fiir eine ausreichende Sedimentierung not- 
wendig ist (ungefahr 12 ccm n/10 Saure). Bei der praktischen Durch- 
fiihrung der Methode kam es nun darauf an, die Fallungsreagenzien in 
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moglichst geringen Fliissigkeitsmengen zuzugeben. Dadurch war auch 
eme obere Grenze fiir die Konzentration der Fallungsreagenzien gegeben, 
wenn die Haltbarkeit nicht gefahrdet werden sollte. Es stellte sich 
dann noch heraus, daB die aus Riicksicht auf die damals durchgefiihrten 
Serumversuche gewahlte Menge von 116,4 mg MoO, den Anforderungen 
veniigte und eine weitere Steigerung unnétig gewesen ware. Bei dieser 
Menge bis ich denn auch geblieben. 

Das tertige Natriummolybdat-Phosphat-Salzsiurereagens ist bei der 
ertorderlichen recht hohen Konzentration wenig haltbar. In offenen GefaBen 
triibt es sich rasch, in verschlossenen ist die Ausfallung verzégert. aber nicht 
aufgehoben. Verdiinnung durch Wasser schiitzt vollkommen vor Triibung; 
lie Rolle des Verdiinnungswassers spielt bei der Morphinfallung die Morphin- 
losung. Die Konzentration des Fallungsreagens wurde so gewahlt, daB nach 
Vermischung mit 5 ccm Wasser im offenen GefaB nach 24 Stunden keinerlei 
Triibung auftrat. Diese Leerprobe wurde sehr oft mit gleichem negativen 
Resultat wiederholt. 

Um eine Triibung des Fallungsreagens vor der Fallung zu_ ver- 
meiden, setze ich die Salzsiure getrennt von der MoP-Lésung 
vorher zu der Morphinlésung zu. Dann erst erfolgt tropfenweise die 
Fillung durch das neutrale Fallungsreagens. Dieses Vorgehen hat 
noch den Vorzug, daB die Fallung bei nahezu konstanter Reaktion 
stattfindet. 

Die Menge der zu fallenden Morphinlésung mu genau 5 ccm 
betragen. Die Menge der Fliissigkeit des Fallungsmilieus spielt eine 
wesentliche Rolle: je mehr Fliissigkeit, desto geringer die Ausfillung 
Will man vergleichbare Resultate erzielen. so muB die Standard- 
Fliissigkeitsmenge streng eingebalten werden. Dazu kommt I ccm 
der genau 2 n Salzsaure und dann 1 ccm des Mo P-Reagens. Das Volumen 
des Fallungsmilieus betrigt also 7 cem. 

Die Fallung erfolgt in einem schmalen, etwa 8 ccm fassenden 
spitzen Zentrifugenglas (s. unten). In diesem Zentrifugenglas bleibt 
die Probe bis zum Schlusse der Bestimmung, es ist keine Cherfiihrung 
erforderlich. 

Wahrend der tropfenweise erfolgenden Zugabe des neutralen 
Fallungsreagens entsteht eine von Tropfen zu Tropfen zunehmende 
Gelbfiirbung. die am SchluB der Fallung ein leuchtendes Griingoldgelb 
erreicht. Ist die Lésung alkaloidfrei, so bleibt die Fliissigkeit voll- 
kommen klar. Bei Anwesenheit von Morphin entsteht sofort je 
nach der Menge eine Triibung oder Ausflockung von graugelber 
Farbe, die zunachst die Fliissigkeitsfarbe verdecken kann. Unmittel- 
bar nach der Fillung muB das Glas gleichmabig geschwenkt werden, 
da dadurch der Charakter der Ausfillung wesentlich beeinflubt wird: 
diffuse Triibungen ballen sich zu feinen Kornchen, grébere Floeken 
konsolidieren sich. Auf die GleichmaBigkeit des Schwenkens ist grobes 
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Gewicht zu legen Da nun aus besonderen Griinden keine breit 
Zentrifugenglaser verwendet werden kénnen, und daher der Fliissigke: 
spiegel nahe unter dem oberen Rande des Glases liegt, muB zur \V\ 
meidung des Uberschwappens eine besondere, im technischen Teile ai 
fiihrlich zu besprechende, sehr einfache Technik angewandt werd 
SO) bis 60 Doppelschwenkungen geniigen gewohnlich zur Erreichuny 


des Endzustandes, bei dem keine weitere Verinderung der Ausfalluny 


wahrnehmbar ist. LaBt man das Glas jetzt stehen, so setzt sich | 
mehr als 0.2 mg Morphinchlorid spontan ein Niederschlag ab, der by 
steigenden Morphinmengen an Volumen und Dichtigkeit zunimmt 
Durch Zentrifugieren erhalt man auch bei kleineren Mengen deutlicl. 
Niederschlage. Die Grenze liegt etwa bei 0,02 mg Morphinchlorid 

Die obere Grenze der Morphinmenge, fiir die das Fiallungsreagens 
ausreicht, liegt sehr hoch. So geniigt es noch fiir 20 mg Morphinchlorid 
Derartig hohe Mengen kommen aber fiir diese Methode nicht in Betracht 

Die Temperatur ist fiir die GréBe der Ausfallung von Bedeutung. In 
der Kalte fallt mehr aus als bei Erwirmung. Es ist daher darauf zu achten 
daB saimtliche Proben eines Versuches bei gleicher Temperatur (Zimmer 
temperatur) gefallt werden und bis zur Zentrifugierung verbleiben. Schwan 
kungen von einigen Grad spielen aber keine Rolle. 

Die Zeit, die von der Fallung bis zur Zentrifugierung vergeht, kann 
ohne Beeinflussung der Resultate zwischen 10 und 50 Minuten variiert 
werden. Bei noch langerer Pause scheinen die Werte niedriger zu werden, 
wofiir ich aber nur wenige Belege habe. 

Der gelbgraue Niederschlag nach dem Zentrifugieren ist kompakt 
scharf gegen die klare, griingoldgelbe Fliissigkeit abgesetzt, klebt nicht 
an den Glaswanden, eignet sich also gut zur. Isolierung durch Ab- 
pipettieren. Zur vollstandigen Trennung ist noch Auswaschen des 
Niederschlags erforderlich. Handelt es sich um eine reine Morphin- 
losung. so geniigt einfaches AufgieBen der Waschfliissigkeit auf den 
durch Abpipettieren isolierten Niederschlag, nochmalige Zentrifugierung 
und Abpipettierung. Aber aus Riicksicht auf die Fille, wo die Morphin 
losung aus Korpersubstanzen stammt, mub ein griindlicheres, spiter 
zu beschreibendes Waschverfahren angewandt werden. 

Als Waschiliissigkeit ist sehr verdiinnte Schwefelsaure am geeignetsten. 
Reines Wasser zeigt gew6hnlich eine deutliche Opaleszenz nach dem Ab- 
zentrifugieren, bei hochkonzentrierter Saéure ist mit gréBeren Loésungs- 
verlusten zu rechnen. Die geringen Verluste, die durch das Waschen mit 
n/40 H,SQ, entstehen, spielen keine Rolle, da sie die kolorimetrische 
Kurve nicht beeinflussen. Offenbar ist der Waschverlust bei verschieden 
uroBen Niederschligen nicht konstant, sondern dem Niederschlag propor- 
tional, so daB er bei dem Vergleich verschiedener Proben, auf den jede 
Bestimmung hinauslaéuft, nicht in Erscheinung tritt. Aus demselben Grunde 
ist es gleichgiiltig. dai auch bei der Fallung offenbar ein geringer Teil des 


Morphins in Lésung bleibt. 
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Die kolorimetrische Endbestimmune. 

Urspriinglich verarbeitete ich die Niederschlige im Sinne des 
lisdallschen Vorgehens, bestimmte also kolorimetrisch die ausgefallt 
Molybdinmenge. Dieses Verfahren gab fiir reine Losungen befriedigende 
Resultate, so dab gewisse Nachteile Labilitat der Farbe. schwankende 
Farbtone in Kauf genommen werden konnten. Stammte aber die 
\Morphinlésung aus Serum, so bekam ich zu hohe Werte. Schuld daran 
war offenbar die unspezifische Natur der Ferrocyankali-Salzsaure 
kolorimetrie, die ganz allgemein Molybdatverbindungen abniiches 
Struktur erfaBt und z. B. keine Unterscheidung zwischen Ammonium 
molybdat, Ammoniumphosphormolybdat und entsprechenden Alkaloid. 
verbindungen erlaubt. 

Es lag also das Bediirfnis nach einer Farbreaktion vor, die nicht 
von jedem Molybdatniederschlag, sondern von dem Morphinphosphor 
molybdat in méglichst spezifischer Weise gegeben wiirde. 

Bei der Auflésung dieses Niederschlags in Natronlauge fiel auf 
dab fiir kurze Zeit eine tiefblaue Farbe entsteht. die von der ent 
sprechenden Strychninverbindung nicht gegeben wird. Die Farbe 
blaBt so schnell ab, daB eine kolorimetrische Verwertung unmodoglich 
ist. Ich suchte nun nach einem Lésungsmittel, das cine dauerhaftere 
Farbung ergabe. Als ein solches Lésungsmittel stellte sich konzentrierte 
Schwefelsiure heraus. 

In konzentrierter Schwefelsiure lést sich der Morphinniederschlag 
bei fleiBigem Riihren mit tiefvioletter Farbe. In einigen Minuten geht 
die Farbe in Blau iiber, das dann je nach der Temperatur schneller 
oder langsamer in Griin, Griinbraun, Olivbraun iibergeht. Bei Zimmer 
temperatur dauert dieser ProzeB viele Stunden. Ein Endzustand tritt 
erst nach mehreren Tagen ein. In Wiirme dagegen ist der Ubergang 
in kurzer Zeit vollzogen. Bei 50° ist bereits nach 10 Minuten das letzte 
Stadium erreicht. Im Laufe der ersten Stunde vertieft sich der Farbton 
noch etwas, um dann einen konstanten Wert zu erreichen. Nach 
1 Stunde Wasserbad von 50° ist die Fliissigkeit reif zur Kolorimetrie 

Versuch. Mehrere Proben mit je 1 img Morphinchlorid werden getallt 
die Niederschlage werden in je 5ccem konzentrierter Schwefelsdure gelost 
dann werden die Proben fiir verschieden lange Zeit in ein Wasserbad von 50 
yvebracht und kolorimetriert. Die gefundenen Werte sind wieder in Prozenten 
des Maximalwertes angegeben (s. Tabelle IIT). 

Der Vergleich der Farbintensitat verschiedener Proben ist selbst 
bei stark differierenden Morphinmengen bequem méglich, der Farbton 
ist geniigend konstant. GréBere Wasserbeimengungen storen, da sir 
einen rétlichen Ton bedingen. Trocknung der Niederschlage vor dem 
Schwefelsaurezusatz ist aber nicht erforderlich, sondern direkt schadlich 


Es geniigt scharfes Abpipettieren der Waschfliissigkeit. Das von dem 
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Gewicht zu legen Da nun aus besonderen Griinden keine breit 

Zentrifugenglaser verwendet werden kénnen, und daher der Fliissigke): 

spiegel nahe unter dem oberen Rande des Glases liegt, mul zur V; ' 
meidung des Uberschwappens eine besondere. im technischen Teile a Mi 
fiihrlich zu besprechende, sehr einfache Technik angewandt werde; be 
SO bis 60 Doppelschwenkungen geniigen gewéhnlich zur Erreichuny Ka 
des Endzustandes, bei dem keine weitere Veranderung der Ausfalluny Mi 
wahrnehmbar ist. LaBt man das Glas jetzt stehen, so setzt sich } - 
mehr als 0.2 mg Morphinchlorid spontan ein Niederschlag ab, der by 
steigenden Morphinmengen an Volumen und Dichtigkeit zunimmt St 
Durch Zentrifugieren erhailt man auch bei kleineren Mengen deutlic!: 
Niederschlige. Die Grenze liegt etwa bei 0,02 mg Morphinchlorid = 

Die obere Grenze der Morphinmenge, fiir die das Fiallungsreagen- 

ausreicht. liegt sehr hoch. So geniigt es noch fiir 20 mg Morphinchlorid v 
Derartig hohe Mengen kommen aber fiir diese Methode nicht in Betracht m 


Die Temperatur ist fiir die GréBe der Ausfallung von Bedeutung. bh 
der Kalte fallt mehr aus als bei Erwairmung. Es ist daher darauf zu achten dd 
daB simtliche Proben eines Versuches bei gleicher Temperatur (Zimmer - 
temperatur) gefallt werden und bis zur Zentrifugierung verbleiben. Schwan ; 

. ° . ’ 
kungen von einigen Grad spieleffaber keine Rolle. 

Die Zeit, die von der Fallung bis zur Zentrifugierung vergeht, kann 
ohne Beeinflussung der Resultate zwischen 10 und 50 Minuten variiert 
werden. Bei noch langerer Pause scheinen die Werte niedriger zu werden, 
wofiir ich aber nur wenige Belege habe. 

Der gelbgraue Niederschlag nach dem Zentrifugieren ist kompakt 
scharf gegen die klare. griingoldgelbe Fliissigkeit abgesetzt. klebt nicht 
an den Glaswinden, eignet sich also gut zur. Isolierung durch Ab- 
pipettieren. Zur vollstandigen Trennung ist noch Auswaschen des 
Niederschlags erforderlich. Handelt es sich um eine reine Morphin 
lésung. so geniigt einfaches AufgieBen der Waschfliissigkeit auf den 
durch Abpipettieren isolierten Niederschlag, nochmalige Zentrifugierung 
und Abpipettierung. Aber aus Riicksicht auf die Fille, wo die Morphin- 
lésung aus Korpersubstanzen stammt, muBb ein griindlicheres. spiter 
zu beschreibendes Waschverfahren angewandt werden. 

Als Waschfliissigkeit ist sehr verdiinnte Schwefelsaure am geeignetsten. 
Reines Wasser zeigt gewéhnlich eine deutliche Opaleszenz nach dem Ab- 
zentrifugieren, bei hochkonzentrierter Saure ist mit gréBeren Lésungs- 
verlusten zu rechnen. Die geringen Verluste, die durch das Waschen mit 
n/40 H,SO, entstehen, spielen keine Rolle, da sie die kolorimetrische 
Kurve nicht beeinflussen. Offenbar ist der Waschverlust bei verschieden 
groBen Niederschlagen nicht konstant, sondern dem Niederschlag propor- 
tional, so da8 er bei dem Vergleich verschiedener Proben, auf den jede 
Bestimmung hinauslauft. nicht in Erscheinung tritt. Aus demselben Grinde 
ist es gleichgiiltig. dai auch bei der Fallung offenbar ein geringer Teil des 


Morphins in Lésung bleibt. 
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Hie kolorimetrische Endbestimmuneg. 
Urspriinglich verarbeitete ich die Niederschlige im Sinne des 
sdallschen Vorgehens. bestimmte also kolorimetrisch die ausgefallt 
Molybdinmenge. Dieses Verfahren gab fiir reine Losungen befriedigende 
Resultate, so dal gewisse Nachteile Labilitat der Farbe, schwankende 
Farbtone in Kauf genommen werden konnten. Stammte aber die 
Morphinlésung aus Serum, so bekam ich zu hohe Werte. Schuld daran 
war offenbar die unspezifische Natur der Ferrocyankali-Salzsaure 
kolorimetrie, die ganz allgemein Molybdatverbindungen abniicher 
Struktur erfaBt und z. B. keine Unterscheidung zwischen Ammonium 
molybdat, Ammoniumphosphormolybdat und entsprechenden Alkaloid 
verbindungen erlaubt 

Es lag also das Bediirfnis nach einer Farbreaktion vor, die nicht 
von jedem Molybdatniederschlag, sondern von dem Morphinphosphor 
molybdat in méglichst spezifischer Weise gegeben wiirde 

Bei der Auflésung dieses Niederschlags in Natronlauge fie] aut 
daB fiir kurze Zeit eine tiefblaue Farbe entsteht. die von der ent 
sprechenden Strychninverbindung nicht gegeben wird Die Farbe 
blaBt so schnell ab. daB eine kolorimetrische Verwertung unmdglich 
ist. Ich suchte nun nach einem Lésungsmittel, das cine dauerhaftere 
Farbung ergibe. Als ein solehes Lésungsmittel stellte sich konzentrierte 
Schwefelsiure heraus. 

In konzentrierter Schwefelsiure lost sich der Morphinniederschlag 
bei fleiBigem Riihren mit tiefvioletter Farbe. In einigen Minuten geht 
die Farbe in Blau iiber, das dann je nach der Temperatur schneller 
oder langsamer in Griin, Griinbraun, Olivbraun iibergeht. Bei Zimmer 
temperatur dauert dieser ProzeB viele Stunden. Ein Endzustand tritt 
erst nach mehreren Tagen eia. In Warme dagegen ist der Ubergang 
in kurzer Zeit vollzogen. Bei 50° ist bereits nach 10 Minuten das letzte 
Stadium erreicht. Im Laufe der ersten Stunde vertieft sich der Farbton 
noch etwas, um dann einen konstanten Wert zu erreichen Nach 
1 Stunde Wasserbad von 50° ist die Flissigkeit reif zur Kolorimetrie 

Versuch. Mehrere Proben mit je 1 mg Morphinchlorid werden getallt 
die Niederschliage werden in je 5cem konzentrierter Schwefelsiure gelost 
dann werden die Proben fiir verschieden lange Zeit in ein Wasserbad von 50 
gebracht und kolorimetriert. Die gefundenen Werte sind wieder in Prozenten 
des Maximalwertes angegeben (s. Tabelle ITI). 

Der Vergleich der Farbintensitat verschiedener Proben ist selbst 
bei stark differierenden Morphinmengen bequem moglich, der Farbton 
ist geniigend konstant. GréBere Wasserbeimengungen stOren, da sic 
einen rétlichen Ton bedingen. Trocknung der Niedersehlage vor dem 
Schwefelsaurezusatz ist aber nicht erforderlich, sondern direkt schadlich 


Es geniigt scharfes Abpipettieren der Waschfliissigkeit. Das von dem 
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T abe dle lll. 





Dauer des Wasserbades 


Werte in 
Min 
15 85 
30 SY 
45 95 
60 100 
90 100 
130 100 


Niederschlag zuriickgehaltene Wasser ist dem Niederschlagsvolume: 
nahezu proportional und wirkt sich daher in allen Proben etwa gleic! 
aus. Der Versuch, die Zentrifugenglaser mit den Niederschligen |. 
110 oder im Vakuum zu trocknen, hat fiir die Serumbestimmung versagt 

Den EintluB des Wasserzusatzes illustriert folgender Versuch: | 
sieben Zentrifugenglisern wird je |img Morphinchlorid gefallt; nach Ze: 
trifugieren wird iiberstehende Fliissigkeit soweit mdglich abpipettier 
dann wird in den Proben Nr. 2 bis 7 Wasser bis zu verschiedener Hél): 
zugesetzt; dann wird konzentrierte Schwefelséure bis 5cem aufgefiill: 


Tabelle IV. 





Werte in Prozenten des 


Wasserzusatz Maximalwertes 
Kein Wasserzusatz ......... 100 
Wasser bis OQJcem..... . & 100 
* RR ge: ORR cee a fae 100 
° i ee ee 99 
. aa ela 95 
‘ “., ° <a ee eee 92 
. sr Mee 5 ad ae Ae eos SS 


Daraus ist ersichtlich, daB geringe Schwankungen des Wasser 
gehalts der Niederschlige belanglos sind (der Niederschlag von | mg 
Morphinchlorid nimmt viel weniger als 0,1 cem in Anspruch). 


Wichtig ist aber, das Anziehen des Wassers durch die Schwefelsaur 
aus der Luft nach Méglichkeit einzuschranken. Daher ist es notwendig 
die Glaser aus dem Wasserbad in einen Exsikkator zu bringen, falls nicht 
sofort kolorimetriert werden soll. Im Exsikkator kénnen die Proben un 
beschrankt lange bleiben, ohne ihre Kolorimetrierbarkeit einzubiiBen. I 
dieser Méglichkeit liegt ein groBber Vorteil der Methode. Die Farben sin 
auch mit der Farbe von spater angesetzten Proben vergleichbar. 


Es ist selbstverstindlich, daB das Volumen der Schwefelsiur« 
konstant sein muB. Nicht nur aus dem theoretischen Grunde, dal 
das Volumen des Niederschlags selbst beriicksichtigt werden mubte 
sondern mehr noch aus praktischen Griinden der exakteren und be 
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emeren Abmessung verzichtete ich darauf, eine bestimmte H,SQ,- 
Menge in die Glaser tiberzupipettieren, und entschloB mich, die Zen- 
trifugenglaser selbst exakt zu graduieren und die Schwefelsiure bis 
: einer bestimmten Marke einzufiillen. Daher wurde es notwendig 
mit schmalen Zentrifugenglasern zu arbeiten. Fiir Mengen iiber 0.6 mg 
Morphinchlorid wird bis zur Marke ..5cem" aufgefiillt, fiir Mengen 
inter 0.4 mg bis zur Marke ..2cem*!. In dem Zwischengebiet kann 
jede der beiden Marken benutzt werden. Ob bis 2 cem oder bis 5 cem 
wifgefiillt werden soll, wird schon bald nach der Failung, nach der 
spontanen Absetzung vor der Zentrifugierung entschieden Ist der 
Niederschlag 10 Minuten nach der Fallung und nach sorgfaltigem 
Schwenken kompakt und undurchsichtig, so ist mit Wahrscheinlichkeit 
mindestens 0.6 mg zu erwarten. Bei Werten unter 0.4 mg ist der Nieder- 
schlag wolkig und durchsichtig. Natiirlich ist die Grenze nicht scharf 
das schadet aber auch nichts, da in dem Grenzgebiet (0.4 bis 0.6 mg) 
beide Marken zulissig sind. Die Graduierung muB nach der unten 
yegebenen Vorschrift erfolgen, sonst sind die Eichungskurven zu 
revidieren. 

Vergleicht man die Farben bei ein und derselben Schwefelsaure- 
auffiillung (z. B. bis 5cem) fiir verschiedene Morphinmengen kolori- 
metrisch, so ergibt sich, daB die Farbe dem Morphingehalt nicht pro- 
portional ist, von ihm aber in eindeutiger und einfacher Weise funktionell 
ibhangt. Die Farbe, die von der Verarbeitung von I mq Morphinchlorid 
hei H,SO,-Auffiillung bis 5 cem) entsteht. soll willkiirlich als 1.0 an- 
genommen werden Dann kann jeder Morphinchloridmenge durch 
kolorimetrischen Vergleich eine Farbzahl zugeordnet werden 

Durch zahlreiche Versuche, die unter verschiedenen Bedingungen 
vorgenommen wurden bei verschiedenen Konzentrationen des 
Fallungsreagens, mit und ohne Waschen, mit getrockneten und nicht 
getrockneten Niederschligen (innerhalb eines Versuches wurden die 
Bedingungen natiirlich konstant gehalten) . zeigte sich stets die 
gleiche Abhangigkeit zwischen dem Morphinchloridgehalt (./) und der 
Zahl F, dem Verhaltnis der entsprechenden Farbe zu der Farbe. die 
wir 1,0 gleichgesetzt haben. 

Diese Zahl F gehorcht von 0.4 mg aufwarts bis etwa 3 mg der 
Gleichung 

F M —02meg 
F, M,— 0,2mg 


1 Lést man zwei gleiche Morphin-Phosphormolybdatniederschlige in 
verschiedenen Mengen konzentrierter Schwefelsdure, so sind die entstehenden 
Farben den Volumina nicht genau umgekehrt proportional; die Abhangig- 
keit folgt komplizierteren Gesetzen. 
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Da wir F, — 1.0 gesetzt haben. wenn MW, — 1 mg Morphineh)| (WwW 
ist, so vereinfacht sich die Forme] folgendermaBben: Kur’ 
hetr 


F 1.25 M — 0,25 


Zur Berechnung der Morphinchloridmenge bei gegebenem F  diciy mit 
die Gleichung (abgeleitet aus der vorigen): 


M OS F 02 


a 


Es mub betont werden. da diese Formel nur von F — 0.25 
Giiltigkeit besitzt. Niedrigere Werte kommen aber nicht in Frag 
wenn die Schwefelsiure bis 5 cem aufgefiillt worden ist. 


— 


In dem besprochenen Interval! verhalt sich die Farbintensitat s. 9 


——— 


als ob von jeder Morphinprobe bei der Verarbeitung 0.2 mg Morphin 
) } I g £ | 





chlorid verloren gingen. Konkrete Beispiele sollen spater bei der Bi 
sprechung der Serumbestimmung gegeben werden. 


In dem Gebiet 0,05 bis 04mg ist die funktionelle Beziehung - 
weniger einfach. Stellt die Farbkurve bei héheren Morphinwerten ein 8 
(ierade dar, so nahert sie sich bei niedrigeren Werten einer Parabel, dic P 
im Gebiet zwischen 0.3 und 0.5 mg allmahlich in die Gerade iibergeht 
Diese Kurve analytisch zu erfassen, hat wenig praktischen Wert : 
Wichtig ist. daB sich die Funktion bei wiederholten Versuchen als 5 
eindeutig im Rahmen der Versuchsfehler herausgestellt hat. An Hand g 
der empirisch festgelegten Kurve ist es also méglich, fiir jede Ordinat« 
die Abszisse zu ermitteln. Die Ordinate — die Farbintensitit wird 
dureh kolorimetrischen Vergleich mit der gleichzeitig angesetzte: Al 
Standardprobe gefunden (Abb. 3). . 

Der Grad der Genauigkeit ist verschieden, je nach der Morphin 
menge. Fehler kénnen sich in jedem Stadium der Bestimmung ei 
schleichen, doch sind sie bei genauer Befolgung der Vorschriften ver n 
meidbar. Eine prinzipielle Schwierigkeit ergibt sich aus dem kolori u 
metrischen Vergleich sehr schwach gefarbter Fliissigkeiten bei ge k 


ringsten Morphinmengen. Die Genauigkeit, die hier erzielt werden 
kann, hingt wesentlich von den Qualititen des verwendeten Kolori 
meters ab. Ich arbeite mit dem Biirkerschen Apparat, der gestattet 
mit 2eem Flissigkeit auszukommen. Wie bei jeder Kolorimetri« 
werden hier die Resultate um so sicherer, je naher die Farbintensitaten 
der beiden verglichenen Fliissigkeiten beieinanderliegen. Wenn di 
GréBenordnung der zur Bestimmung gelangenden Morphinmenge nicht 
von vornherein bekannt ist. so kann man sich dadurch helfen, dab 
man mehrere Standardproben mit bekanntem. verschiedenem Morphin 
gehalt ansetzt und diejenige zum Vergleich heranzieht. die der un 
bekannten X-Probe am nachsten kommt. An Dutzenden von Reihen 


versuchen konnte ich mich davon tiberzeugen, daB die Farbwerte bei 
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iwandfreier Technik nur innerhalb enger Grenzen von den auf det 
Kurve verzeichneten Mittelwerten abweichen. Bei Werten iiber 0.6 mg 
betragt diese Abweichung héchstens 1°,,, bei niedrigeren Werten wird 
se etwas héher. Zwischen 0.2 und 0,6mg (H,SO, bis 2. cem) mul 


it einer méglichen Abweichung bis 3°,, gerechnet werden. Bei sehr 
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Abb. 3. Beziehung zwischen den getaliten Morphinchloridmengen und den entsprechenden kolo- 
rimetrisch ermittelten Farbzahlen. 
Kurve 1 ist zu benutzen, wenn konzentrierte Schwefelsaure bis zur Marke .2 com* aufgefullt 
wurde, Kurve 2 entsprechend bei Auffillung bis zur Marke .5 com” 


niedrigen Werten unter 0.2 mg kann der Fehler noch gréber werden 
und 5°, erreichen. Unter 0,1 mg kann der Farbwert der blassen Fliissig- 
keit nur mit einer Genauigkeit von etwa 10°, bestimmt werden. 


Einflu8 fremder Substanzen, 


Durch die Anwesenheit fremder Substanzen kann die Morphin- 
bestimmung in zwei Richtungen gestért werden: es kann Morphin tuber 
die vorhandene Menge hinaus vorgetaéuscht, oder aber die Bestimmung 
kann gehemmt werden. Die Kenntnis dieser Einfliisse ist von groBer 
Bedeutung fiir den quant ‘tativen Morphinnachweis in Korpersubstanzen 


Bei der Beurteilung der Spezifitat der Methode miissen ihre beiden 
wichtigsten Phasen die Fallung und die Farbbildung bertick- 
sichtigt werden. Die Phosphormolybdansaure fallt auber dem Morphin 
samtliche Alkaloide, auBerdem die Proteine und ihre héheren Abbau- 











382 


P. Fleischmann : 


stoffe. Nicht alle diese Stoffe geben aber eine Schwefelsaure-Far| 
reaktion. Der Niederschlag, den Eiweibstoffe liefern, lést sich in kon 
zentrierter Schwefelsaure mit dunkelblauer Farbe, die bald in schmutziges 
Dunkelbraun tibergeht. Wenn diese Farbe auch von der Morphinfarbe 
zu unterscheiden ist, so macht sie doch die genaue Bestimmung ces 
Morphingehalts unmdglich. Vollsténdige Enteiweifpung ist daher dy 
wichtigste Vorbedingung jeder Morphinbestimmung. 


Die Alkaloide scheiden sich, je nachdem, ob sie eine Farbreaktion gel. 
oder nicht, in zwei grobe Gruppen. Die Liebenswiirdigkeit der Firma Merck 
Darmstadt, der ich hiermit nochmals meinen Dank aussprechen mdchte, 
gab mir die Méglichkeit, eine Reihe von Alkaloiden auf die Zugehérigkei: 
zu der einen oder anderen Gruppe zu untersuchen. Zur Fallung gelangt: 
stets 1 mg des reinen Alkaloids oder seines Salzes, gelést in 5 ccm Wasse: 
Schon die Art der Ausfallung erwies sich bei verschiedenen Alkaloiden als 
verschieden. Die folgende Tabelle bringt Angaben iiber die Art der Aus 
fallung, iiber die Farbe, die unmittelbar nach der Auflésung des Niede: 
schlags in Schwefelséure bei Zimmertemperatur auftrat und die Farbunyg 
nach | Stunde Wasserbad von 50°. AuBerdem ist bei den meisten Alkaloiden 
noch das aus der Literatur und aus eigenen Versuchen bekannte Verhalten 
der Trockensubstanz zu dem Fréhdeschen Reagens angegeben (Lésuny 
von Ammoniummolybdat in konzentrierter Schwefelséure). Es war ja 
von vornherein wahrscheinlich, daB die hier beschriebene Farbreaktion 
mit der Fréhdeschen Reaktion zum mindesten nahe verwandt ist. 


Tabelle V zeigt, daB sich keines von den gepriiften Alkaloiden 
wie Morphin verhalt. Sehr viele aber geben Farbreaktionen, die der 
Morphinreaktion mehr oder minder nahe kommen, so dab die quan 
titative Bestimmung des Morphinanteils im Gemisch mit einem dieser 
Alkaloide nicht méglich ist. Hierher gehéren unter anderen samtliche 
gepriifte Opiumalkaloide (sowohl die der Phenanthren- als die der 
Isochinolingruppe). Evident ist die fast vollkommene Ubereinstimmung 
mit der Fréhdeschen Reaktjon; die Farbténe beider Reaktionen sind 
allerdings oft Sehr verschieden. Der Unterschied zwischen den beiden 
Farbreaktionen beruht ja darauf, dab bei meinem Verfahren das 
Molybdan nicht im Uberschu8 zu dem bereits isolierten Alkaloid zu- 
sammen mit der Schwefelsaure zugesetzt wird, sondern sich schon 
bei der Fallung an das Alkaloid anlagert, also beim nachtraglichen 
Schwefelsiurezusatz in einem bestimmten Mengenverhaltnis und in 
bestimmter Bindung in die Farbreaktion eintritt'. Die Phosphat- 
komponente mag bei der Farbbildung auch eine Rolle spielen. 


Schon in dieser Hinsicht unterscheidet sich die vorliegende Methode 
wesentlich von den recht zahlreichen Methoden, die auf einer Isolierung 
des reinen Alkaloids und Aufnahme in einem bestimmten Volumen einer 


farbbildenden Fliissigkeit beruhen (Carlinfanti, Mai und Roth, Carlinfanti 
und NScelba, Gauss u. a.). 
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Ks ist zu erwarten, dai fiir andere Alkaloide Bestimmungsmetho: 
ahnlich wie fiir das Morphin, ausgearbeitet werden kinnen 


Ist der Morphinlésung ein Alkaloid beigemengt, dessen Phosp! 
molybdatniederschlag sich in Schwefelsiure farblos list, so ist «i 
qualitative Morphinnachweis nicht gestért. Die quantitative 
stimmung dagegen gelingt nicht ohne weiteres. Durch die Anwesenhet 
des zweiten Alkaloids wird offenbar die Morphinausfillung in de: 
Sinne beeinfluBbt, daB weniger Morphin bei der Fallung in Lésung 
bleibt, so daB das zweite Alkaloid gewissermaBen die Rolle einer Schutz 
substanz spielt. Die Farbwerte werden also héher, und ihr Verhaltuis 
bei Morphinvariation folgt nicht mehr der oben angegebenen Kuryv: 
sondern nahert sich der strikten Proportionalitaét, so daB der Farbwert 
fiir 0.5 mg die Halfte des Farbwertes fiir | mg betriagt. Versuche mit 
Zusatz von | mg Atropinsulfat zu 0,05 bis 1 mg Morphinchlorid habe: 
gezeigt, dal} ein derartiger Zusatz in diesem Intervall direkt eine Ver 
besserung der Methodik abzugeben verspricht. Untersuchungen dariiber 
sind im Gange. Diese Verbesserung ist fiir reine Lésungen, sowie fiir 
den Nachweis in Serum und Blut entbehrlich, doch wird ihre Ver 
wertung fiir den Morphinnachweis im Gehirn unerlaéBlich, da hier ein 
Stoff zur Fallung kommt, dessen Natur mir noch unbekannt ist, de 
sich aber in der erwahnten Beziehung wie Atropin verhalt. Auch dariiber, 
inwieweit dieser Stoff stirt und wie diese Stérung verhindert werden 
kann, sind Untersuchungen im Gange. 

Ammonium- und Kaliumphosphormolybdatniederschlage lésen sich in 
Schwefelséure farblos. Sie sind durch ihre klebrige Beschaffenheit und 
durch die Bildung von Hautchen an der Fliissigkeitsoberflache ausgezeichnet 
In sehr groBer Menge kénnen sie iibrigens (wie auch im Falle von Stryc] 
nin usw.) durch ihren Wasser- und Molybdangehalt stéren. 

Einige Substanzen kénnen die Bestimmung durch Hemmung det 
Fallung oder der Farbreaktion beeintrichtigen. Die Werte werden 
dann zu niedrig oder die Anwesenheit des Morphins wird giinzlich 
verdeckt. 

Hierzu gehéren zunichst anorganische Stoffe, die das optimale Ver 
haltnis der Komponenten der Fallungslésung verschieben. Freie Mineral 


siuren und Laugen stéren durch Verschiebung der Reaktion, wiahrend 
neutrale Salze (Kochsalz, Caleciumchlorid, Normosal) selbst in hohe 


Konzentrationen keinen merklichen EinfluB ausiiben. Phosphate ver 
aindern die optimale Zusammensetzung des Fillungsreagens. Ihre An 


wesenheit in stérender Konzentration wird durch die blasse Farbe de- 
Fallungsmilieus entlarvt. Es ist notwendig, die Phosphate vor der Falluny 
zu eliminieren. 


Von organischen Substanzen sind es vor allem die Anionen einige! 
organischer Saéuren, die die Fallung hemmen, so das Ion der Essigséure 
der Oxalsiiure und der Citronensaure in geniigender Konzentration. lh 
alkoholischen Lésungen findet keine Fallung statt ; dampft man den Alkoho! 
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r der Fallung ab, so gelingt die Bestimmung gut. Ferner beobachtete 
h, daB in opaken Glykogenlésungen, die aus enteiweibter Leber gewonnen 
aren, keine Morphinfallung erzielt werden konnte. Fallt man das Glykogen 
it Alkohol und verdampft diesen, so kehrt die Fallbarkeit des Morphins 
ieder. 

Die Farbreaktion mit Schwefelsaure wird durch héheren Wasser 
vehalt gehemmt, wie die oben angefithrte Tabelle IV zeigt. AuBerdem 
stellte es sich heraus, daB bei Anwesenheit von Vitrationen die primiire 
Violett- und Blaufirbung fast ginzlich verhindert und die olivbraune 
Endfarbung abgeschwicht wird. Diese vermutlich oxydative 
Wirkung hat mich veranlaBt, keine Salpetersiure zur Fallung zu ver- 
wenden. Ist es fiir Zwecke der Enteiweibung wiinschenswert, Nitrationen 
einzufiihren, so kann man sich vor ihrem schadlichen Einflub durch 
griindliches Waschen mit verdiinnter Schwefelséure schiitzen. 

Die Anwesenheit von je 0,03 g Glykose, Glykokoll, Harnstoff 
stért die Bestimmung nicht. 


Technische Vorschriften. 
Erforderliche Apparatur. 


1. Eine gréBere Anzahl schmaler, etwas iiber 8 ccm fassender, spitz 
zulaufender Zentrifugenglaser aus gutem Glas. Es ist darauf zu achten, 
daB das Lumen der Glaser méglichst gleich weit ist. Diese Zentrifugen- 
gliser eicht man sich selbst auf folzende Weise: Mit einer genauen Voll- 
pipette werden 5ccm destillierten Wassers eingefiillt. Bei senkrechtem 
Stande des Glases wird die Projektion des tiefsten Punktes des Oberflichen- 
meniskus an der AuBenflache mit dem Diamantstift bezeichnet, dann wird 
das Glas ein wenig um seine Achse gedreht, der tiefste Punkt des Meniskus 
wird wieder markiert und so fort, bis die ganze Peripherie mit Marken 
versehen ist. Eine mittelstarke Lichtquelle wird am besten hinter dem 
Glase in der Héhe des Meniskus angebracht. Natiirlich mu das Auge 
méglichst genau in derselben Héhe bleiben, davon héngt die Genauizkeit 
der Eichung ab. Die einzelnen Marken werden durch diinne Striche zu 
einem Ringe verenjigt. Ebenso wird nach sorgfaltiger Trocknung der 
Glaser! — nach Einfiillung von 2 ccm verfahren. Dieses Vorgeher ist nach 
meiner Erfahrung zuverlassig. La8t man sich die Glaser von anderer Seite 
eichen, so ist darauf zu achten, daB das geschilderte Vorgehen eingehalten 
wird. 

2. Ein Wasserbad mit Einsatz fiir die Zentrifugengliser. 

3. Ein Kolorimeter, das gestattet, mit 2 cem Fliissigkeit auszukommen. 
Mir hat sich das Biirkersche Kolorimeter (Firma E. Leitz) gut bewahrt. 
Es ist méglich, da®B sich die Methode mit einem noch feineren und emp- 
findlicheren Instrument weiter verbessern l4Bt, so daB man dann noch 
kleinere Mengen bestimmen kann. 

4. Ein Schwefelséureexsikkator. 


Erforderliche Reagenzien. 


1. Molybdan-Phosphatreagens (Fallungsreagens). Von verschiedenen 
Molybdanpraparaten hat sich nur das ,,Acidum molybdaenicum puriss. 
pro analysi, Molybdansaure-Anhydrid, reinst, ammoniak- und salpeter- 
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siurefrei®*, der Firma Merck bewahrt. Zu 17,4626 y¢ dieses Praparats 

13,5190 g wasserfreien Natriumcarbonats (zur Analyse!) kommen in holy 
Erlenmeyerkolben etwa 60 ccm destilliertes Wasser. Auf kleiner Flam: 
wird erwarmt, bis die Blasenbildung aufhért und befeuchtetes blaues Lax 


muspapier durch den Dampf nicht mehr gerétet wird. Die Auflésun, 


ist jetzt vollstandig. Nun wird noch bis zum Aufkochen kurz erhitz: 
Nach Abkiihlung wird die Lésung unter Nachwaschen mit etwa 40 
destillierten Wassers in ein MeBgefaB iiberfiihrt. Dazu kommen 30 cc) 
der m 3 Phosphatlésung (py etwa 7.1). Dann wird bis 150 cem =n 
destilliertem Wasser aufgefiillt. 

(Bereitung der Phosphatlésung: Verwendung finden die Nérensen sch 
Phosphatsalze. 1,3617 g primares Kaliumphosphat und 4,1566 g sekundare 
Natriumphosphat werden zusammen in destilliertem Wasser gelést. Aut 
fiillung auf 100 cem.) 

Das Fallungsreagens darf nur ganz schwach sauer sein, d.h. bei ce 


Titration von lcem Reagens muB der Farbumschlag des Phenolphthalein- 


durch Zugabe von héchstens 0,2 cem n/10 Lauge erreicht werden. 
Das Reagens ist offenbar unbegrenzt haltbar. Es ist notwendig, vor 
Zeit zu Zeit zu filtrieren, wenn Flocken ausfallen, die auf den Phosphat 


anteil zuriickzufiihren = sind. (Mikroorganismen ?) Die Aufbewahrun: 
erfolgt am besten in dunkler Flasche. 
» 


2. 2n Salzsiure. Ich bereite sie folgzendermaBen: Konzentrierte Salz 
siture vom spezifischen Gewicht 1,19 wird mit Wasser etwa im Verhaltnis 
20: 115 verdiinnt. Jetzt wird so lange Wasser oder konzentrierte Salzsiure 
zugesetzt, bis 1 cem der Verdiinnung genau 20 ccm n/10 Lauge neutralisiert 
(Indikator: Phenolphthalein). 

3. n/40 Schwefelsaure (Waschfliissigkeit ). 

4. Konzentrierte Schwefelsiure, reinst, zur Analyse (1,84). 

5. Morphinchloridstandardlésung (0,2°/9,), die aus einer genau 2 °,igen 
Léosung durch Verdiinnung 1: 100 hergestellt wird. 


Bestimmung. 


Genau 5cem der zu analysierenden Lésung kommen in ein geeichtes 
Zentrifugenglas (Y-Probe). In zwei weitere Zentrifugengliser kommen dic 
Standardproben : 

Standardprobe 1: 1 cem Morphinchloridstandardlésung plus 4 cem Wasse: 
(0.2 mg Morphinchlorid). 

Standardprobe 2: 5cem Morphinchloridstandardlésung (1,0 mg Morphin 
chlorid). 


Fdllung: Zunichst wird zu jedem Glase | cem der doppeltnormalen 
Salzsiure zugesetzt. Dann wird aus einer 1l-cem-Vollpipette tropfenweise 
leem Fallungsreagens zugegeben. Sofort danach muB das Glas gleich 
maBig geschwenkt werden. Mir hat sich folgender Handgriff, bei dem die 
Oberflache der Fliissigkeit nur wenig bewegt wird, gut bewahrt: das Zen 
trifugenglas wird mit einer Reagenzglasklemme in der Héhe des Fliissigkeits- 
spiegels quer gefaBbt; wahrend nun die Klemme auf dem ausgestreckten 
Zeigefinger der linken Hand etwa am Stielansatz balanciert, dreht man 
den Stiel mit der rechten Hand um seine Achse hin und her (etwa 50 Doppel- 
schwenkungen in einer halben Minute). Ist gleichmaBige Durchmischung er- 
reicht, so laBt man die Flocken sich absetzen. 10 Minuten nach der Fallung 
betrachtet man den Niederschlag bei schwachem durchfallenden Licht und 
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iert, ob er wolkig und durchscheinend, oder kompakt und undureh 
tig ist. Auf Grund dieser Feststellung wird spiter mehr oder weniger 

schwefelsiure verwandt. Nun wird das Schwenken so Jange fortcesetzt. 
die iiberstehende Fliissigkeit bei spentaner Absetzung des Niedes 
lags klar erscheint. 

lsolierung des Niederschlags. Nach wiederholtem Schwenken wird 
etwa 20 Minuten nach der Fallung mit der Zentrifugierung begounen. die 
wi etwa 3000 Umdrehungen in der Minute 10 Minuten dauern mul. (Bei 
veringeren Umdrehungszahlen muB unter Umstanden langer zentrifugiert 
werden.) Die iiberstehende Fliissigkeit wird mit mittelfeiner Pipette ab 
pipettiert. Eine kleine Fliissigkeitskuppe bleibt tiber dem Niederschlag 
stehen. Nochmaliges Zentrifugieren (3 Minuten), Abpipettierung mit 
fester Kapillarpipette soweit méglich. Jetzt laBt man Scem der n 40 
Schwefelséure an der Glaswand abflieBen, damit alle ausgefallten Partikel 
nach unten kommen. Mit diinnem Glasstab, der so ausgezogen sein 
muB, daB seine Spitze jeden Punkt des Zentrifugenglasinnern beriiliren 
kann, wird der Niederschlag sorgfaltig aufgewirbelt, grébere Klumpen 
werden zerrieben. Ist vollstandig gleichmaBige Aufwirbelunyg erreicht, so 
wird der Glasstab entfernt. Nachspiilen des Stabes ist nicht erforderlich 
nd nicht erlaubt. 5 Minuten zentrifugieren, mit mittelfeiner Pipette 
abheben (wie nach der ersten Zentrifugierung). Bei gréBeren Morphin 
mengen kann die Waschfliissigkeit opake Beschaffenheit zeigen. In jedem 
Falle nach der Abpipettierung nochmals zentrifugieren (3 Minuten), mit 
fener Kapillarpipette den Rest der Waschfliissigkeit abheben. Auf sorg 
faltiges Abpipettieren kommt es dabei in hohem Mabe an. Es wird durch 
lie Beschaffenheit des Niederschlags erleichtert, erfordert aber immerhin 
eine gewisse, leicht zu erlangende Ubung. Wird beim Abheben der Nieder 
shlag aus Versehen aufgewirbelt, so mu das Abheben unterbrochen 
md eine besondere Zentrifugierung eingeschaltet werden. 

Farbreaktion. Eine starke Lichtquelle wird hinter dem Stander mit 
den Zentrifugenglasern im Niveau der Eichungsmarke angebracht (welche 
der beiden Marken benutzt werden soll, wird gleich auseinandergesetzt 
werden). Nun wird mit einer Pipette konzentrierte Schwefelsdiure ein 
vefiillt, so daB zunachst der Fliissigkeitsspiegel unterhalb der Marke liegt. 
Erst nach 2 bis 3 Minuten, wenn kein AbflieBen von den Wanden mehr zu 
bemerken ist, fiillt man tropfenweise so lange auf, bis der tiefste Punkt des 
Meniskus der Eichungsmarke entspricht. 

Die 2-cem-Marke wird benutzt, wenn 10 Minuten nach der Fallung 
nur ein wolkiger, durchscheinender Niederschlag beobachtet worden ist 
dazu die Notierung). Ist der Niederschlag kompakt gewesen, so benutzt 
man jetzt die 5-ccm-Marke. Bei zweifelhaftem Befund kann nach Belieben 
die eine oder die andere Marke benutzt werden. Fiir die Standardprobe | 
0.2 mg Morphinchlorid) kommt die 2-cem-Marke, fiir die Standardprobe 2 

10mg) die 5-cem-Marke in Anwendung. 

UberlaBt man den Niederschlag sich selbst, so erfolgt seine Auflésung 
auBerordentlich langsam. Daher ist es notwendig, ihn mit einem spitzen 
Glasstab aufs sorgfaltigste aufzuwirbeln. Dabei lést sich der Niederschlag 
sehr bald mit blauvioletter Farbe. Das Umriihren muBb bis zur Auflésuny 
der letzten Bréckel fortgesetzt werden. Hat man sich davon tiberzeugt, 
daB die Fliissigkeit homogen und frei von umherschwimmenden Nieder 
schlagsresten ist, so bringt man alle Zentrifugenglaser gleichzeitig im ein 
Wasserbad von 50°, wo sie 1 Stunde bleiben. Dann werden die Glasstibe 
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entfernt. Soll die Kolorimetrie nicht anschlieBend vorgenommen we 
so kommen die von auben abgetrockneten Zentrifugengliser in « 
Schwefelsaure-Vakuumexsikkator, der mabig evakuiert wird. Hier ké: 
sie mehrere Tage aufbewahrt werden. Von der Fallung bis zu dix 
Stadium darf die Bestimmung aber nicht unterbrochen werden. 

Kolorimetrie. Die Bestimmung liuft darauf hinaus, daB die F 
der zu analysierenden Probe (X-Probe) mit der Farbe derjeniye: 
Standardprobe verglichen wird, die der Farbe der X-Probe am nachste 
kommt. Zunichst mu also die geeignete Standardprobe ausgesuc lt 
werden. Diese Vorschrift wird wegen der bequemeren Ablesbarkeit 
befolgt. sie ist jedoch nicht absolut notwendig, da jede Standardproly 
zum Vergleich herangezogen werden kann. 

Die Farbintensitat der Standardprobe 2 wird willkiirlich gleich |, 
gesetzt. Dann betragt, wie man sich tiberzeugen kann, die Farbintensita 


der Standardprobe 1 0,25. Hat man kolorimetrisch ermittelt, daB das 


Verhaltnis der Farbe der X-Probe zur Farbe der Standardprobe 2 gleic} 
ist. so betriagt die Farbe der X-Probe eben n. Bedeutet » dagegen da. 
Verhaltnis der X-Farbe zur Standardfarbe 1, so betragt die X-Farbe nat ii: 
lich nur 0,25n. Wie das Verhaltnis n aus der Kolorimeterablesung a} 
geleitet werden mu, hangt bekanntlich von der speziellen Einrichtung de- 
Kolorimeters ab. Unten sollen die Vorschriften fiir das Biirkersche Kolo 
meter gegeben werden. 

Berechnung. Hat man die Farbzahl ermittelt, so ist an Hand «i 
Eichungskurve oder durch Berechnung der Morphingehalt festzustelle: 
Wurde bei der Schwefelséureeinfiillung die 2-cem-Marke benutzt, so gilt 
die Kurve | (Abb. 3. S. 381), wurde die 5-cem-Marke benutzt, so gilt 
die Kurve 2. Fiir die Wahl der Kurve ist es also gleichgiiltig, ob mit 
Standardprobe | oder 2 verglichen worden ist. Man sucht den Punkt «ke 
betreffenden Kurve auf, dessen Ordinate der Farbzahl entspricht. Di 
Abszisse dieses Punktes gibt den Morphinchloridgehalt in Milligramn 
teilen an. 

Die Kurve reicht nur bis 1 mg bzw. bis zur Farbzahl 1,0. Bei Far) 
zahlen iiber 1 bedient man sich der Formel .W/ 0.8 F + 0,2 mg (M Mor 
phinchlorid in Milligramm, F Farbzahl). 

Zuverlassige Resultate liefert die Bestimmung nach dieser Formel nu: 
bis 2 mg Morphinchlorid. Rechnet man mit der Méglichkeit noch héhere: 
Werte und ist geniigend Material vorhanden, so tut man gut, vor Begin 
der Fallung einen Vorversuch mit leem der urspriinglichen Morphin 
chloridlésung anzusetzen: dazu Wasser bis 5ccm, Fallung wie oben be 
schrieben. Hat man den Eindruck, da8 die Ausfallung etwa 0,4 mg ode: 
mehr entspricht (s. oben), so ist die Bestimmung nicht mit 5 cem Morphin 
lésung, sondern mit entsprechend geringeren Mengen (die mit Wasse! 
auf 5cem aufzufiillen sind), vorzunehmen, 


Besondere Anweisungen fiir das Biirkersche Kolorimeter. 


Hier kommt die eine der beiden zu vergleichenden Fliissigkeiten oben 
in den Trog, der die Schichtdicke auf 10 mm festlegt, wahrend die andere 
Fliissigkeit unten in den Becher eingefiillt wird, wo die Schichtdicke durch 
einen eintauchenden Glasstab variiert werden kann. Mit Hilfe einer Schraube 
wird diese Schichtdicke so eingestellt, daB die Farben beider Fliissigkeiten 
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Die Skala gibt die Becherschichtdicke in Millimetern an 


ch erscheinen. 
Regeln der Kolorimetrie gilt dann folgende 


{if Grund der allgemeinen 


Formel: 
Farbzahl der Trogfliissigkeit Millimeterzah! der Ablesung 
Farbzahl der Becherfliissigkeit 10 
Wir wollen wie oben mit n das Verhaltnis unserer \-Farbe zur ent- 


rechenden Standardfarbe bezeichnen. Wir erhalten zwei verschiedene 
Formeln fiir », je nachdem, ob die Standardprobe zur Trogauffiillung und 
lie XN-Probe als Becherinhalt diente oder umgekehrt. Ist die Farbe der 
Fliissigkeiten wenig verschieden, so sind beide Anordnungen gleich zulassig 
Ist aber die eine Fliissigkeit wesentlich heller als die andere, so gehért die 
ellere in den Trog. Fiillte man den Trog mit der dunkleren Fliissigkeit 
.o kénnte es leicht passieren, daB die Becherhéhe fiir die erforderliche grob: 
Schichtdicke der schwacheren Lésung nicht ausreicht. Hierin ist tbrigens 
n Nachteil des Apparats zu erblicken. Durch die Festlegung der Trog 
«hichtdicke ist man in dem besprochenen Falle gezwungen, mit schwachen 
Farbténen zu arbeiten, und kann nicht die ganze Fliissigkeit ausnutzen 
Diesem Nachteil steht der groBe Vorzug gegeniiber, daB nur 1 ccm Fliissigkeit 
fiir den Trog und 2 cem fiir den Becher erforderlich sind. 


Anordnung I: Standardprobe im Trog, X-Probe im Becher. Dann 


st nach der obigen Formel 
Standardfarbe Ablesung 


X-Farbe 10 
iso Ist 
10 
n : 
Ablesung 
Anordnung 2: XN-Probe im Trog, Standardprobe tm Becher Dann 


autet die Formel fiir » 
Ablesung 


10 


Die Zahl n ist nur bis zur zweiten Dezimale zu berechnen 

Es sei nochmals daran erinnert, dai die Zahl m ohne weiteres die Far 
sahl fiir die X-Probe bedeutet, wenn Standardprobe 2 benutzt worden 
ist, und daB bei Benutzung der Standardprobe 1 die Zahl n zur Ermittlung 
der Farbzahl noch mit 0,25 multipliziert werden muB. 

Die Ablesungszahl wird stets als Mittel einer gréBeren Zahl von Ab- 
Je nach der Ubung des Einzelnen 


} 


) 


lesungen (fiinf oder zehn) errechnet. 
und auch je nach der Farbtiefe sind die Abweichungen der Einzelablesungen 
voneinander verschieden. Im allgemeinen variieren sie um 0,1 bis 0,2, 
Es ist damit zu rechnen (Parallelversuche beweisen das), 


héchstens 0,3 mm. 
Ablesungen die Plus- und Minusabweichungen von 


daB bei zahlreichen 
dem richtigen Wert einander die Waage halten. 

Abgesehen von der Wiederholung der Ablesungen, kann man die Kolori- 
metrie durch einige VorsichtsmaBregeln sichern. Zundachst ist die Licht- 
quelle gleichmaéBig zu gestalten. Ich benutze eine in der Héhe von einigen 
Zentimetern iiber dem Tisch montierte 100-Wattlampe, die durch ein 
Kartongestell verkleidet ist, so daB nur die die Beleuchtung vermittelnde 
Mattscheibe des Kolorimeters, die ich stets statt des Spiegels anwende, 
dem Licht in einer Entfernung von etwa 10 cm ausgesetzt ist. Lichtfilter 
nétig: rote und griine Farbfilter andern die Resultate nicht. 


sind nicht 
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Es ist darauf zu achten, dali die Mattscheibe gleichmabig hell erseh: 
Sind Becher und Trége (sowohl die zur Aufnahme der Farbfliissigk: 
bestimmten als die destilliertes Wasser enthaltenden, dem Ausglei | 
dienenden GefaBe) entfernt, so miissen beide Halbkreise des Gesichtsfe! 


vollkkommen gleich hell erscheinen. Arbeitet man zum ersten Male 
einem Kolorimeter, so muB die Justierung der Glasstabe sehr genau gep: 
werden. Auch weiterhin hat jede Kolorimetrie damit zu beginnen, 


die Trége aus dem oberen Abteil (Farb- und Wassertrog) entfernt und <j; 
Glasstabe bis zur Beriihrung mit dem Boden hinuntergeschraubt werd: 
Der Nullstrich des Nonius muB jetzt dem Nullstrich der Skala genau gege 
iiberstehen (ist das nicht der Fall, so miissen die Glasstabe ein fiir allema 
verlangert oder verkiirzt werden). Beide Halbkreise des Gesichtstelde. 
miissen jetzt wieder genau gleich hell sein. Geringe Abweichungen kénne: 
auf Unsauberkeit der Glasteile, falscher Justierung der Stabe oder ungleic! 
miaBiger Beleuchtung beruhen. Die Kolorimetrie darf erst beginnen, wer 
alle Stérungen beseitigt sind. Jetzt werden die Trége in ihre Lager x 
schoben, und es wird auf Gleichfarbigkeit eingestellt. Es ist zweckmabiy 
vor jeder Ablesung die Einstellung grob zu verschieben, und zwar al 
wechselnd in beiden Richtungen. 

Besonderer Erérterung bedarf das Arbeiten mit Schwefelséiure. All 
Metallteile miissen vor Beriihrung mit der Séure geschiitzt werden. A 
diffizilsten ist die Fiillung des Troges. Sie geschieht folgendermaBen : der 
Metalldeckel der Fassung wird abgeschraubt, die Deckglasscheibe ab 
genommen. Nun stellt man die Fassung auf einen Bock, den man sic! 
leicht improvisieren kann; in einen breiten Korken steckt man ein kurzes 
Glasrohr, das durch die untere Offnung der Metallfassung bequem hindurch 
gehen kann. Das Rohr muB etwa */,em aus dem Korken herausragen 
Die Metallfassung wird nun so auf den Bock aufgesetzt, daB das Glasroh: 
durch die untere Offnung der Fassung hindurch die darin enthaltene: 
Cilasteile die Bodenplatte mit darauf ruhendem Ring herausdriickt 
Jetzt ist der obere Rand des Glastroges so weit von dem Rande der Metal! 
fassung entfernt, daB ein tiberschiissiger Tropfen Saéure noch vor der Be 
riihrung mit dem Metall abgewischt werden kann. Man gibt so lange tropfen 
weise Fliissigkeit zu, bis die Oberflache in der Héhe des Ringrandes liegt 
Jetzt wird die Deckscheibe tiber den Rand des Ringes geschoben, ein etwa 
heraustretender Tropfen wird fortgewischt. Die Fassung wird jetzt von 
Bock abgehoben, der Metalldeckel wird aufgeschraubt. Es schadet nichts 
wenn eine kleine Luftblase bestehen bleibt. Dagegen kommt es manchma 
vor, daB sich zahlreiche Gasblischen in dem bereits verschlossenen Trog 
nachtraglich bilden. Daran scheinen kleinste Staubpartikelchen schuld 
zu sein. Man hilft sich dann dadurch, daB man den verschlossenen Trog 
mit Fassung auf die Seite legt und die Gasblaschen an den Rand drangt 
Eine wesentliche Stérung ist dann nicht zu befiirchten. 

Sorgfalt erfordert die Reinigung der Glasteile. Auch hier ist das 
Metall zu schiitzen. Den Glastrog laBt man nach Abschrauben des Metall 
deckels uneréffnet als Ganzes in eine Schale mit Wasser gleiten, hier fallen 
bald die Glasplatten vom Ring ab. Der Becher wird mehrmals mit Wasser 
ausgespiilt, ehe er zur Reinigung aus der Fassung geschraubt wird. Aucl 
das Winkelstiick mit den Glasstében wird zur Reinigung abgeschraubt 
Alle Glasteile werden mit Wasser abgespiilt, trocken gerieben und zuletzt 
mit einem weichen Pinsel von festen Teilchen befreit. 


Diese Prozedur mu8 vor jeder Bestimmung wiederholt werden. 
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Die ganze Bestimmung dauert (1 Stunde Wasserbad eingerechnet ) 
wa 3 Stunden. Man kann aber in einer nur unwesentlich langeren Zeit 


6Bere Serien von Bestimmungen durchfiihren. Es ist ratsam, Paare 
m Zentrifugenglasern gleichen Gewichts zu verwenden Je nach det 


Zahl der Fassungen der Zentrifuge ké6nnen dann gleichzeitig mehrere Proben 
entrifugiert werden, da die Tariergliser wegfallen. Praktische Beispiele 
sollen bei der Besprechung des Nachweises im Serum gegeben werden 
s. nichste Mitteilung). 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode angegeben, die erlaubt, 0,02 bis 2 mg 
" Morphinchlorid, gelést in 5cem Wasser, quantitativ zu bestimmen 
Der Fehler liegt bei Werten iiber 0,6 mg unter | °,,, bei Werten zwischen 
0.2 und 0,5 mg kann er bis 3°, betragen, bei niedrigeren Werten kann 
er etwas héher werden und bei den niedrigsten bestimmbaren Werten 
u 10°. erreichen. Die Methode beruht auf der Ausfillung des Alkaloids 
| durch Phosphormolybdansaure unter optimalen Bedingungen und auf 
der kolorimetrischen Verwertung einer Farbreaktion, die nach <Auf- 
lisung des Niederschlags in konzentrierter Schwefelsaure entsteht. 
' Diese Farbreaktion ist der bekannten Fréhdeschen Reaktion wohl 

nahe verwandt, ohne mit ihr identisch zu sein. 

Die Methode gilt zunachst nur fiir reine Lésungen. Da ihre Resultate 
aber nur von einer beschrankten Anzahl von Substanzgruppen beeinfluBt 
werden, war anzunehmen, daB sie auch fiir die Bestimmung des Morphins 
in Serum und Blut ausgearbeitet werden kénnte. Das gelang auch, wie 


in der folgenden Mitteilung ausgefiihrt werden soll 








Uber den quantitativen Mikronachweis des Morphins. 


ll. Mitteilung: 


Morphinbestimmung im Blutserum und Vollblut. 


Vi Da 
Peter Fleischmann. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit i: 
Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Mdrz 1929.) 


A. Bestimmung im Serum. 


Da von allen Kérpersubstanzen das Serum die einfachsten und 
konstantesten Bedingungen zu bieten versprach. begann ich meine 
methodischen Versuche mit dem Morphinnachweis im Serum. Wie 
in der vorangehenden Mitteilung ausgefiihrt wurde. bestand die Haupt 
aufgabe in einer ausreichenden EnteiweiBung. Hierin lag auch wie 
es sich bald herausstellte die Hauptschwierigkeit. 

Die ideale EnteiweiBungsmethode muBte folgende Bedingungen e1 
fiillen: 1. Die EnteiweiBung durfte keine Substanzen ungefallt lassen, die 
mit Phosphormolybdansaéure ausfallen und die in der ersten Mitteilung 
beschriebene Schwefelséiurereaktion geben. 2. Das EnteiweiBungsmittel 
durfte kein Morphin fallen, keine Beeintrachtigung der Morphinléslichkeit 
bedingen. 3. Das enteiweiite Pipettat ! muBte ein geeignetes Milieu fiir die 
vorzunehmende Morphinfallung darstellen. 4. Eine besondere Forderung 
ergab sich daraus, daB ich es fiir wiinschenswert hielt, Extraktionen und 
Auswaschungen zu vermeiden. Die Bestimmung sollte in einer festgesetzten 
Menge Pipettat, also in einem aliquoten Teile der Gesamtsubstanz vor- 
genommen werden. Es muBte eine vollkommen gleichmaBbige, dem Volumen 


Da bei dieser Methode die Eliminierung der Niederschlage durch 
Zentrifugieren und die Isolierung der iiberstehenden Fliissigkeit durch 
Pipettieren eine groBe Rolle spielt, scheint es mir ratsam, die Bezeichnung 
»Pipettat’ fiir die nach dem Zentrifugieren abpipettierte Fliissigkeit zu 
gebrauchen, um die Art der Gewinnung auszudriicken. 
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portionale Verteilung des Morphins zwischen der den EiweiBniederschlag 
haltenden und der freien Fliissigkeit gefordert werden. 5. Die Ent- 
weiBung muBte mit mdéglichst geringer Verdiinnung einhergehen. 

Drei Versuche dienten zur Priifung der Eignung verschiedener Ent- 
iweiBungsmethoden: a) der Leerversuch; b) der Serumpipettatzusatz- 
ersuch, bei dem bestimmte Mengen Morphinchlorid zu den enteiweiBten 
Pipettaten zugesetzt wurden (Priifung der dritten Bedingung, nimlich det 
Fignung der Pipettate als Fillungsmilieu); ¢) der Serumzusatzversuch, 

i dem der Morphinzusatz von vornherein vor der EnteiweiBung erfolgte. 
Dieser Versuch hatte nur Sinn, wenn der vorige Versuch zufriedenstellende 
Resultate ergeben hatte, d.h., wenn im Serumpipettat eine quantitatiy 
verwertbare Morphinausfallung méglich war, denn sonst fehlte jedes 
Kritertum fir den Morphingehalt der Pipettate. 


Der gréBte Teil der Versuche wurde mit Menschenserum durch 
vefiihrt, daneben kam Pferde-, Kaninchen- und Meerschweinchenserum 
zur Verwendung. Wesentliche Unterschiede haben sich fiir die ver- 
schiedenen Arten nicht gezeigt, dagegen nehmen pathologische Sera 
eine Sonderstellung ein, von der noch die Rede sein wird 


Die grobe Gruppe der Alkaloidfallungsmittel kam fiir die Ent- 
eiweiBung nicht in Frage. Ich priifte zunachst die Eignung der Trichlor- 
essigsiure. Obgleich sich dieses Enteiweibungsmittel letzten Endes als 
ingeeignet erwiesen hat, méchte ich die damit gemachten Erfahrungen 
kurz wiedergeben, da dadurch gut beleuchtet wird, worauf es bei der 
Methode ankommt. 


Nachdem festgestellt worden war, dab schwache Morphinlésungen 
nach Zugabe von Trichloressigsdurelésungen klar bleiben, ging ich so vor, 
daB ich Serum mit der gleichen Menge 10- bis 20 °,iger Trichloressigsiure 
enteiweiBte und 5ccm Filtrat zur Morphinfallung benutzte. Die trichlor- 
essigsauren Filtrate boten bei gleichmaéBigem Vorgehen eine fast konstante 
Aziditat, weitere Saéurezugebe war nicht erforderlich. Die Fallung erfolgte 
mit Hilfe der neutralen Molybdat-Phosphatlésung, deren’ Konzentration 
nach dem fiir reine Lésungen gefundenen Verhaltnis entsprechend der 
Filtrataziditat gewahlt wurde. Tastende Versuche mit Morphinzusatz 
lehrten, daB im Serumfiltrat fiir eine ausreichende Absetzung des Morphin 
niederschlags héhere Sdéurewerte erforderlich sind, als in reiner Lésung 
SchlieBlich erwies sich 20°,ige Trichloressigsdure als ausreichend fiir die 
Schaffung eines giinstigen EnteiweiBungsfiltrats, in dem eine scharfe Ab 
setzung des Morphin-Phosphormolybdats méglich ist. 

Das oben geschilderte Versuchsschema ergab nun fiir die EnteiweiBung 
mit gleicher Menge 20° ,iger Trichloressigséure folgendes: 1. Der Leer 
versuch fiel nicht absolut negativ aus; in den meisten Fallen konnte mit 
Hilfe der Phosphormolybdansaéure in den Filtraten ein kleiner Niederschlag 
erzeugt werden, der sich in konzentrierter Schwefelséure nicht ganz farblos 
léste. Da jedoch diese Farbe sehr schwach war, wurde dadurch nur eine 
minimale Menge Morphin vorgetéuscht (GréBenordnung 0,05mg). Un 
giinstiger scheinen die Dinge bei schwer pathologischen Seren gelegen zu 
haben. In einigen Fallen mit enorm hohem Reststickstoff war auch meine 
Leerausfaillung ungewéhnlich massig. Abgesehen von diesen Ausnahme 
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fallen, konnten die Ergebnisse der Leerversuche zwar nicht als ideal ' rel 
als ertraglich bezeichnet werden. Von dieser Seite waren keine gr Prow 
Fehler zu erwarten. Als ebenso giinstig erwiesen sich die Versuche, in «i: ige 
dem enteiweiBten Filtrat Morphinchlorid zugesetzt wurde. Die Fa! 
gelang ahnlich wie in reinen Lésungen, und die Ubereinstimmuny 
kolorimetrischen Werte beider Kategorien von Proben war _ befriedig: 
Nun ging ich dazu iiber, das Morphinchlorid dem Serum vor der | 
erweibung zuzusetzen. Ich erwartete, in 5 ccm Filtrat, die bei 5 cem Sey 
plus 5cem Trichloressigsiure zu erhalten waren, die Halfte der im S« 
enthaltenen Morphinmenge wiederzufinden. Ahnliche Rechnungen lie 
vielen quantitativen Methoden zugrunde, so der Ambardschen Harnstott 
bestimmung und der bereits erwaihnten T'isdallschen Methode des Phosphat Mot 
nachweises. Fiir Morphin erwies sich die Rechnung jedoch als ungiilt iy —_ 
Im Filtrat konnte stets nur eine wesentlich geringere Menge Morphin f: 
gestellt werden, als der Rechnung entsprochen hatte. Der EiweiBniede) 
schlag hielt also mehr Morphin zuriick, als fiir das dem Niederschlag ent = 
sprechende Volumen der Fliissigkeit zu erwarten war. dal 
Dieser EnteiweiBungsverlust verringerte sich, wenn die gleiche Men erf 
Morphin nicht zu Serum, sondern zu ebensoviel Kubikzentimetern eine 
Serumverdiinnung zugegeben wurde. Bei Zusatz von 2 mg Morphinchlo: 
zu 5cem unverdiinnten Serums fand ich in 5cem Filtrat stets weniger «a! 
O.9mg (statt 10mg). Diese Zahl anderte sich folgendermaben bei de m¢ 
Ersatz des Serums durch seine Verdiinnungen mit destillierterm Wass elf 
(Seem Serumverdiinnung plus 5cem Trichloressigsaure) : br 
CS 
Tabelle 1. pl 
Serumverdunnung In 5 ccm Filtrat gefunden - 
e 
4:5 6,91 mg Morphinchlorid el 
3:5 0.94 . » a 
2:5 0,97 “g 
b 
e 
Je geringer die austallende EiweiBmenge, desto kleiner auch der Ent 
eiweiBungsverlust. Ich konnte mich noch davon itiberzeugen, daB diese: , 
Verlust nicht etwa im Augenblick der EnteiweiBung durch EinschlieBuny , 
von Morphinteilen in EiweiBklumpen entsteht. Enteiwei8t man namlic! : 
5eem morphinfreies Serum mit 5cem_ Trichloressigsiure, zentrifugiert : 
gibt dann zu der tiberstehenden Fliissigkeit 2 mg Morphinchlorid zu (0,1 cen 
”o 


2°. iger Lésung), wirbelt den EiweiBniederschlag mit einem Glasstab aut 
zentrifugiert nochmals und bestimmt in 5 cem der iiberstehenden Fliissigkeit 
den Morphingehalt, so findet sich derselbe Verlust wie bei Zusatz de- 
Morphins vor der EnteiweiBung. Es handelt sich also um eine Adsorption 
des Morphins an das EiweiB. Eine quantitative Elution des Morphins war 
ohne eingreifenden Umbau der Methodik nicht zu erreichen. Folgendes 
Beispiel zeigt, wie kompliziert sich die Methode gestalten wiirde, wenn das 
gesamte Morphin aus dem Eiweil herausgewaschen werden sollte: 


Zu 5cem normalen Menschenserums 4 mg Morphinhydrochlorid zu 
gesetzt. 5cem Trichloressigsiure. Filtration. 5cem Filtrat zur Be 
stimmung (1). Mit dem Rest des Filtrats plus 5cem verdiinnter Trichlor 
essigsiure wird die Schale, in der enteiweiBt worden ist, nachgespiilt. 
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rch dasselbe Filter filtriert. 5cem Filtrat zur Bestimmung (2). Diese 


Prozedur noch dreimal wiederholt. In den einzelnen Proben fanden sich 
lgende Morphinmengen : 
(1) 1.74 my 
(2) 1,14 
(3) ; 0.52 
(4) ; i ce i 2a 
(5) . way. ae er . O16 


Insgesamt: 3,78 mg 


Nach viermaligem Nachwaschen enthalt der Niederschlag tiber 0.2 mg 


Morphinechlorid. Weitere Bestimmungen wiirden hart an der unteren 
(irenze des Bestimmbaren liegen '. 

So entschloB ich mich denn, auf die Trichloressigsaureenteiweibung 
zu verzichten. Nach Verwerfung einer Reihe von Methoden fand ich 
daB die EnteiweiBung durch Uranylsalze alle berechtigten Forderungen 
erfiillt 

Uranylenterwei Bung 

In der Rangordnung der EnteiweiBungsmittel* nimmt die Phosphor 
molybdansaure insofern eine der ersten Stellen ein, als sie neben den 
eigentlichen Proteinen auch einen Teil ihrer Abbauprodukte zur Fallung 
bringt. Da die Trichloressigsiure diese Fahigkeit nicht besitzt, wird 
es verstandlich, daB die durch Trichloressigsiure enteiweibten Leer- 
proben noch fallbare Substanzen enthielten. Dieser Umstand ver 
anlaBbte mich, auf das Uranylacetat zuriickzugreifen, das als Ent 
eiweiBungsmittel von Kowalewski® eingefiihrt und spater von Oszacki* 
eingehend studiert worden ist. Seine Sonderstellung wird auch dadurch 
gekennzeichnet, dab es als Mittel zur Enteiweibung von Enzymen 
brauchbar ist (/Jacoby®). Nach Bang ist es in bezug auf den Ent 
eiweiBbungsgrad gleich hinter der Phosphormolybdansaure einzuordnen 

Bei der Auswahl des Préparats kam es mir darauf an, ammoniakfreie 
Substanzen zu verwenden. Unter zahlreichen von mir erprobten Praparaten 
erwies sich die Mercksche fiir die Phosphorséurebestimmung eingestellte, 
etwa 3,5 ° ige, titrierte, fertige Uranylacetatlésung am geeignetsten. Ge 
eignet waren auch andere Uranylsalzpraiparate in 3,5°,iger Lésung. Bei 
Verwendung anderer Praparate ist es aber notwendig, sich zundchst von 
ihrer Ammoniakfreiheit zu tiberzeugen. Die von mir bereitete Lésung 
verschiedener, als ,,rein** bezeichneter kristallinischer Uranylacetat praparate 
erfiillte tibrigens diese Forderung nicht. 


' Durch Temperaturvariation lieB sich die Adsorption nicht wesentlich 
beeinflussen. Erfolglos blieb auch ein Versuch, groBe Mengen eines anderen 
Alkaloids (Nicotin) zur ..Blockierung** der Niederschlagteilchen zuzusetzen. 

2 Vgl. z. B. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, Miinchen 1920 

3 Kowalewski, Zeitschr. f. anal. Chem. 24, 551. 

§ Oszacki, Zeitschr. f. klin. Med. 77, 1 bis 13, 1913. 

® Jacoby, Zeitschr. f. phys. Chem. 30, 135, 1900. 
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Verdiinnte Morphinlésungen werden durch die Uranyllésung ni 
getriibt. 

Zur Feststellung der erforderlichen Konzentration des Ura 
acetats wurde folgende Reihe angesetzt : zu je 3 cem normalen Mensch: 
serums wurden unter Riihren 3 cem verschiedener Verdiinnungen « 
titrierten Stammlésung zugegeben, wobei das EiweiB als gelblic: 
grauer Niederschlag ausfiel. Nach kurzer Zentrifugierung wurd 
2cem der tiberstehenden Fliissigkeit abpipettiert. Als Kriterium ai 
reichender EnteiweiBung diente dann das Verhalten dieser Fliissigk«\1 
gegeniiber meinen Morphinreagenzien. Bei .zu_niedrigen Urany 
konzentrationen mubte das noch in Lésung gebliebene Eiwei8 durch 
die Phosphormolybdansaure gefiallt und dann durch die Schwefelsiiur: 
mit Farbbildung gelést werden. Bei zu hohen Uranylkonzentraticnen 
mubte mit einem UranyliiberschuB gerechnet werden, der zur Aus 
fallung des in der Phosphormolybdinsiure enthaltenen Phosphats 
fiihren konnte 

Tabelle II. 





Verdiinnung der Aussehen der ibers F . 
Uranyl- stehenden Flussigkeit ——— ~: anoeiane yon ee F wg 
stammlosung nach Zentrifugieren a Seren etnies 
4:10 wasserklar, schaumt feinflockige Tribung Violettfarbung 
beim Schiitteln (KiweiB !) 
5:10 wasserklar, schiumt klar 
nicht 
6:10 Spur gelblich (Ur.- | feinflockige Triibung farblose Lésung 
Cberschub) (Uranylphosphat ) 
7:10 gelblich etwas grobere Trii- farblose Lésung 
bung 
8:10 gelb spontan abgesetzter . 
Niederschlag 


Bei diesem Serum hiitte : lso eine 5: 10 verdiinnte Uranylstamm 
lésung zur EnteiweiBung ausgereicht. Uberschu8 von Uranyl gefiahrdet 
nicht die EnteiweiBung im Sinne der Methode, ruft aber eine Stérung 
hervor, indem er zu einem Ausfallen von Uranylphosphat (das Phosphat 
stammt aus dem Fillungsreagens!) Veranlassung gibt. 

Es ist nicht zulassig, mit der minimalen Uranylkonzentration, dic 
in einem Versuche als ausreichend befunden worden ist, dauernd zu 
arbeiten. MaBgebend muB die héchste der in einer groBen Reihe von 
Seris gefundenen Mindestkonzentrationen sein. Dieser Wert liegt 
hoher als der oben angegebene. In einem pathologischen Serum (Rest- 
stickstoff 128 mg-°,) geniigte selbst’ die Verdiinnung 6:10 nicht, 
dagegen fiihrte die EnteiweiBung mit der Verdiinnung 8: 10 zu einem 
Pipettat, das kein Morphin mehr vortauschte. Daher erwies es sich 
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r Sicherung der Methode als wiinschenswert, mit unverdiinnter 
titrierter Stammlésung zu enteiweiben. Bei diesem Vorgehen kam es 

keinem Falle zu einer Morphin vortauschenden Ausfallung in alkaloid 
freien Seris. Das bezieht sich sowohl auf menschliche als tierische 
frisch enteiweibte Sera. Eine gewisse Vorsicht ist immerhin bei Uramien 
und sonstigen mit wesentlicher Steigerung der N-Schlacken im Serum 
einhergehenden Zustanden geboten, da man nicht weil, wie weit dabei 
die Abnormitaét gehen kann. Praktisch wird aber meine Methode wohl 
in erster Linie fiir Tierversuche in Betracht kommen, so dab die be 
firchteten, durch pathologische Veranderungen bedingten Storungen 
wenig Bedeutung besitzen. 

Damit ware die Forderung nach negativem Ausfall der Leerproben 
erfiillt, wovon ich mich an iiber 100 Versuchen tiberzeugt habe. 

Es war nicht ohne weiteres anzunehmen, dal} das Morphin im 
Serumfiltrat in derselben Weise ausgefaillt und dann kolorimetrisch 
bestimmt werden kénne, wie in reiner wasseriger Lésung. Als stOrende 
Faktoren kamen einerseits das Uranyl, andererseits die Serumbestand- 
teile in Betracht. 

Setzt man zum Serumfiltrat neutrales Fallungsreagens ohne Saure 
zu, so fallt ein massiger, grobflockiger Niederschlag aus, der aus Urany]- 
phosphat besteht. Diese Ausfallung wird jedoch durch Mineralsiiuren 
verhindert oder wenigstens gehemmt. Je hoéher der Uranylgehalt 
und die Phosphatzugabe, desto mehr Saure ist zur Verhinderung der 
Ausfaillung erforderlich. Fiir die in 5cem Serumfiltrat bei dem ge- 
wihlten EnteiweiBungs- und Fallungsmodus vorhandenen Mengen 
geniigt ein Quantum Salzsaéure, das | eccem einer 2n entspricht, zur 
Verhinderung der Uranylphosphatausfallung; diese Sauremenge liegt 
bereits hart an der unteren Grenze des Zulassigen, denn bei etwas 
geringerer Aziditat erhalt man die stérende Ausfallung. Da fiir die 
Morphinfallung gerade die Aziditat von l ccm 2n Saure erforderlich 
ist, 14Bt sich die unerwiinschte Mitausfaillung vermeiden. Wie aber 
gezeigt werden wird, kommen in Serumproben noch héhere Saure- 
mengen zur Anwendung, so dab die Gefahr der Uranylphosphat- 
ausfallung nicht in Betracht kommt. Eine geringe Triibung der Leer- 
probe, die manchmal im ersten Augenblick nach der Fallung auftritt, 
verschwindet sehr bald beim Schwenken der Zentrifugengliser. 

Ist nun die Uranylphosphatausfaillung durch geniigende Aziditat 
verhindert, so ist von der Anwesenheit des gelésten Uranylacetats im 
Serumfiltrat keine Stérung zu _ befiirchten, wie folgender Versuch 
beweist : 


In 5cem Gesamtfliissigkeit ist enthalten: 0,4mg Morphinchlorid, 
2,5cem physiologischer Kochsalzlésung (etwa entsprechend der Elektro- 


lytenkonzentration im Serumfiltrat) und 0,625cem der Uranylacetat- 
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stammlésung (etwa gleich der Uranylacetatmenge im Serumfiltrat nm: 
EnteiweiBung des Serums mit gleicher Menge unverdiinnter Stammlésu: 
diese Ubereinstimmung kann auf verschiedene Weise, z. B. durch Titrat 
mit Phosphat festgestellt werden). Fallt man nun das Morphin in dic 
Lésung nach den Regeln, die fiir reine Lésungen gelten, so erhalt man ein: 
kolorimetrischen Wert, der sich von dem Werte, der in reiner Lésung 
funden wird, nicht unterscheidet (0°, Abweichung). Der stérende Einf! 
der Acetationen, die in hoher Konzentration die Ausfallung hemmen kénnt: 
macht sich bei den hier in Frage kommenden Mengen nicht bemerk}: 
selbst wenn samtliche Acetationen der EnteiweiBungslésung ins Filt: 
ubergehen sollten. Auch diese Ausnahme habe ich in einem Modellversi 
iiberpriift. 

Nachdem nunmehr die Anwesenheit des Uranyliiberschusses als 
gleichgiltig erkannt war. ging ich dazu iiber, die Eignung des Serun 
filtrats als Fallungsmilieu fiir Morphin zu untersuchen. Um mdglichst 
gleichkonzentrierte wasserige und Serumpipettatlésungen des Morphin: 
zu erhalten, gab ich gewohnlich in zwei 50-cem-Mebkolben je 1 cen 
einer Morphinlésung zu, die das Zehnfache der zur Fillung bestimmten 
Menge enthielt. Der eine MeBkolben wurde dann mit Serumfiltrat 
der andere mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Die dabei eintretende 
geringe Verdiinnung des Serumpipettats um 2°,, wurde auBer acht 
gelassen. Je 5cem der Kolbeninhalte kamen zur Fallung. Ich hatt 
auch geniigende Mengen gleichartigen Materials zum Studium des 
EKinflusses. den die Variation einzelner Faktoren (Aziditat. relatives 
Verhaltnis der Bestandteile des Fillungsreagens, Behandlung des 
Niederschlags) ausiibt, zur Verfiigung. War nicht geniigend Materia! 
vorhanden, so fiigte ich zu 5 cem morphinfreien Serumpipettats 0,1 ecm 
Morphinlésung mittels der zur Hagedornschen Blutzuckerbestimmung 
verwendeten Mikropipette (mit mehrmaligem Aufziehen der Fliissigkeit ) 
zu. Wie Kontrollen bewiesen, war auch dieser Zugabemodus aus 
reichend genau. 

Zunachst zeigte es sich schon bei grober Wahrnehmung, dab dic 
Ausfallung im Serumpipettat wesentlich anders erfolgt als in reiner 
Lésung. Die Flocken sind gréBer, der spontan absetzende Niederschlag 
ist voluminéser. Ubrigens finden sich hier Unterschiede zwischen 
Seren verschiedener Herkunft. Die iiberstehende Fliissigkeit ist oft 
nicht goldgelb, sondern viel starker griin gefarbt. Die spontane Ab- 
setzung ist im Serumpipettat oft beschleunigt, so daB die iiberstehende 
Fliissigkeit vor dem Zentrifugieren klarer aussieht als in reiner Lésung 


Es ist wahrscheinlich, daB die Bindung des Wassers an den Niederschlay 
im Serumpipettat viel fester ist als bei den Niederschlagen aus reiner Lésung. 
Diese Vermutung drangte sich mir auf, als ich versuchte, die Niederschlage 
vor der Lésung in Schwefelséure bei 110° zu trocknen. Dabei machte ich 
die Erfahrung, daB die Serumpipettatniederschlage trotz vielstiindige: 
Trocknung klumpig zusammengeballt blieben und in der Schwefelséiure 
vor der Lésung als Ganzes umherschwammen, wahrend die Niederschlige 
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remer Lésung nach halbstiindiger Trocknung in der Schwefelsaure 

h zerfielen, wenn sie mit dem Stabe zerrtihrt wurden. Dementsprechend 

1 ich bei den Trocknungsversuchen in den Proben aus reiner Lésung 

ere kolorimetrische Werte als in den  Serumpipettatproben Das 
frocknungsverfahren mubte daher verlassen werden. 

Es war zu kliren, ob das fiir die Fallung in reinen Lisungen er 

mittelte Siureoptimum auch im Serumpipettat optimal ist.  Infolge 
ler schwach sauren Reaktion des Uranylacetats ist auch das Serum- 
pipettat schwach sauer. Es mubte festgestellt werden, ob diese bereits 
orhandene Aziditaét auf die Gesamtaziditat in Anrechnung kommen 
misse, oder ob sonstige besondere Umstinde vorliegen. Es war zu 
bedenken, daB bei EnteiweiBung mit Trichloressigsiure der ganze 
Saurebedarf fiir die Morphinausfallung durch die Aziditat des Serum 
filtrats gedeckt war. Wie liegen die Dinge beim Uranyl ’ 

An einer groben Zah] von Reihenversuchen konnte nun festgestellt 
werden, dab das Aziditatsoptimum im Serumpipettat erst: bei einer 
Sauremenge erreicht wird, die bereits an der oberen Grenze des Optimum- 
plateaus fiir reine Lésungen liegt. Die minimale eigene Aziditat des 
Serumpipettats spielt dabei offenbar gar keine Rolle. Das Fallungs. 
milieu verhalt sich so, als ob es eine Sauremenge, die 5 bis 7 com n/10 
Siure entspricht, mit Beschlag belegt. Zur Lllustration bringe ich 
einen von vielen gleichsinnigen Versuchen. 

Zu je 5cem Serumpipettat bzw. reiner Lésung mit je 1 mg Morphin 
chlorid wurde je lLceem HCl steigender Konzentration zugesetzt; daraut 
Fallung mit leem Fiallungsreagens (116mg MoQO,), Zentrifugieren und 
weitere Verarbeitung entsprechend den Regeln fiir reine Lésungen. Farb 
intensitat einer dieser Proben wird willkiirlich gleich 1,0 gesetzt, alle ibrigen 
Proben werden kolorimetrisch auf diese Einheit bezogen. 


Tabelle 111. 





Kolorimetrische Werte 
der Proben mit reiner 
Losung 


Kolorimetrische Werte der 


Saurezusatz (1 ccm) Serumprobea 


nicht zu prifen wegen der enormen 


9 . ring 
-y 9 oa Uranylphosphatausfallung (zu niedrige ron tibiae 

. Aziditat) ” 
1.8n HCl 0.86 1,01) Maximum- 
2.5n HCl 1,00) Maximum- 100; plateau 
3.5n HC! 101) plateau 0,92 
5,0n HCl 0,9 0.85 


Es lag nahe, das beiden durch Fettdruck hervorgehobenen 
Maximumplateaus gemeinsame Gebiet um 2,5n herum zu_ benutzen, 
doch erwies sich dieses Vorgehen als nicht berechtigt. Die Cberdeckung 
der beiden Plateaus trifft man nur bei gréBeren Morphinchloridmengen 
an. Bei kleinen Mengen (unter 0,5 mg) sind die Plateaus viel schmaler, 
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beide Kurvenschenkel verlaufen steiler. Dariiber belehrt folge: 
Versuch, der genau so ausgefiihrt ist, wie der vorige, in dem aber s: 

I mg nur 0.4 mg Morphin zur Fillung kamen. Die Aziditatsinter, 
sind hier enger gewahlt. Der héchste im Versuch vorkommende Wer 
wird willkiirlich gleich 1,0 gesetzt. 


Tabelle IV. 





Aziditat _ Farbwerte von Farbwerte von Proben 

Serumpipettatproben aus reiner Lésung 

leem 2,0n HCl 0,86 1,00 ( Max.) 

1 , 23n HCl 0,99 0,98 

1 , 26n HCl 1,00 ( Max.) 0,92 

I 2,.9n HCl 0,98 0,88 

1 3,2n HCl 0,96 0.82 

1 , 3,5n HCl 0,93 0,78 


Hier fehlt eine Uberdeckung der Maximumplateaus. Die héchste: 
Kolorimetriewerte beider Reihen sind aber gleich (1.0), so daB diy 
Maximumwerte untereinander verglichen werden kénnen. Es ging 
nicht an, dieselben Konzentrationen der Salzsiure fiir reine Lésunge: 
und fiir Serumpipettat anzuwenden, da keine Konzentration zugleich 
beiden Maxima entspricht. Es blieb nichts anderes tibrig, als die Serum 
pipettatproben mit | cem 2,6n HCl zu beschicken', wahrend in reinet 
Lésung (also in der Vergleichsprobe) die 2,0 n HCl Anwendung findet 
Eine befriedigende Erklarung fiir diese Abweichung des Serumpipettats 
habe ich nicht finden kénnen, die Tatsache dieser Verschiebung der 
Aziditatskurve hat sich aber empirisch immer wieder bestitigen lassen 

Einfacher liegen die Dinge in bezug auf die iibrigen Fillungs 
faktoren. Wie entsprechende Versuche zeigten, unterscheidet sich 
das optimale Verhiltnis von Molybdintrioxyd zur Phosphatmeng: 
beim Serumpipettat nicht von dem Verhiltnis fiir reine Lésungen 
Diesen Umstand haben wir offenbar der Phosphatfreiheit des mit 
Uranylacetat enteiweiBten Serumpipettats zu verdanken. Das ist 
wichtig, da der Phosphatgehalt des Serums bisweilen so hoch ist, dai 
das Verhaltnis Mo: P in stérender Weise verschoben werden kénnte 
wenn die Serumphosphate nicht durch Urany] gefallt worden waren 
In meinen Trichloressigsiureversuchen lernte ich diese Stérungen 
kennen. Auch hierin sehe ich einen auBerordentlichen Vorteil der 
UranylenteiweiBung. 

Aus den erwahnten Feststellungen ging hervor, daB dem Serum 
pipettat zugesetztes Morphin direkt so ausgefallt werden kann, dal) 


! Diese Vorschrift bietet eine erhéhte Sicherheit gegen das Ausfaller 
eines Uranylphosphatniederschlags. 
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die gewonnenen kolorimetrischen Werte mit den entsprechenden aus 
reinen Lésungen gewonnenen identisch sind Ein Beispiel, einer 
langen Reihe gleichartiger Versuche entnommen, soll hier angefiihrt 
werden. 

Probe I: Zu 5cem Serumpipettat (von normalem Kaninchen) 0,1 cem 
|°,iges Morphin (Il mg) mit Mikropipette zugegeben. Probe LL (Vergleichs 

obe): Dieselbe Zugabe zu 5 ccm destillierten Wassers. Zur ersten Probe 
leem 2,6n HCl, zur zweiten Probe leem 2n HCl. Fallung mit 1 cem 
Fallungsreagens und weitere Bearbeitung wie bei reinen Losungen. Kolori 
metrie: Farben verhalten sich wie 10: 10. 

Ich verfiige iiber eine groBe Zahl analoger Erfahrungen, die sich 
auf Morphinmengen von 0.2 bis 1,0 mg beziehen und in denen die 
\bweichungen in den Grenzen der Variation fiir reine Losungen liegen 
Kleinere Mengen (unter 0.2 mg in 5 cem Serumpipettat) geben weniger 
gute Resultate; die Abweichungen von reinen Lésungen kénnen dabei 
10°. erreichen, doch ist zu bedenken, daB in diesem Gebiet auch die 
Werte fiir reine Loésungen etwa ebenso groben Schwankungen unter- 
liegen. Mengen tiber 1 mg Morphin in 5ccm Serumpipettat bieten 
nach meinen bisherigen tierexperimentellen Erfahrungen kein Interesse ; 
sie kénnen erforderlichenfalls durch Verdiinnung immer erfaBbt werden 


All diese giinstigen Resultate erhielten aber erst praktische Be 
deutung, als ich feststellen konnte, daB die gefiirchtete stérende 
tetention des Morphins durch den Eiweibniederschlag bei der (ran yl- 
enteiweiBung ausbleibt. Mit vollkommener Regelmabigkeit erhalte 
ich in 5ecem Serumpipettat die Halfte der in 5 cem Serum enthaltenen 
Morphinmenge; die Verteilung des Morphins im EnteiweiBungsmilieu 
(5 cem Serum plus 5 ccm Uranylacetatlésung) muB also gleichmabig sein. 

Bei den Serumzusatzversuchen (Vollversuchen) wurden regelmabig 
drei Proben miteinander verglichen: 

1. Serumprobe. Morphin zu Serum vor der EnteiweiBung zugesetzt 
(1 cem Morphinlésung zu einer gréBeren Menge 25 oder 50 com Serum) 
5eem dieses morphinhaltigen Serums mit 5cem Uranyllésung enteiweibt. 
Scem der nach Zentrifugieren erhaltenen Fliissigkeit zur Fallung benutzt. 

2. Reine Morphinlésung, die so hergestellt ist, daB sie in S5cem die 
Halfte des in 5cem Serum der vorigen Probe vorhandenen Morphinmenge 
enthalt. 5cem zur Fallung benutzt. 

3. Als Zwischenglied zwischen 1. und 3.: Serumpipettat probe; Morphin 
zum enteiweibten Serumpipettat also nach dem Enteiweiben zugeset zt 
Morphingehalt wie in Probe I]; 5cem zur Fallung benutzt. 


Die Methode konnte erst als gesichert betrachtet werden, als die 
Identitat dieser drei Proben fiir jedes beliebige Serum und fiir ver- 
schiedene Mengen Morphin erreicht war. Zufallsbefunde, die auf dem 
Ausgleich zweier in entgegengesetzter Richtung einwirkender Faktoren 
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beruhen kénnten, waren durch dieses Vorgehen soweit méglich a 
geschlossen!. 

Unter den gewahlten Bedingungen ergab sich also kein Adsorptions 
verlust. Dagegen wiirde ein EnteiweiBungsverlust durch Veranderung 
der Reaktion des EnteiweiBungsmilieus entstehen. Geringer, die Ent 
eiweibung nicht beeintrachtigender Zusatz von Natriumcarbonat zur 
Uranylacetatlésung fiihrt zu sehr bedeutenden Retentionen des Morphins 
durch den EiweiBniederschlag, wihrend die Fallbarkeit des dem Serum 
pipettat nachtraglich zugesetzten Morphins nicht leidet. (Der dreifac! 
Vollversuch erlaubt in solchen Fallen die Feststellung des Angriffs 
punkts der durch einen neuen Faktor gesetzten Stérung.) 

Dutzende von Vollversuchen mit Menschenserum und zahlreicly 
Vollversuche mit Kaninchen-, Pferde- und Meerschweinchenserum 
haben volle Ubereinstimmung mit dem Erwarteten gebracht. Die 
Abweichungen bewegen sich in den Fehlergrenzen. 

Da stets die Halfte der in 5 cem Serum enthaltenen Morphinmenge 
zur Bestimmung gelangt und da die Grenze des durch Fallung bestimm 
baren Morphins bei 0,02 mg liegt, so ist als untere Grenze der bestimm. 
baren Morphinkonzentration 0,04mg:5cem Serum oder 0,01 mg 
: Leem Serum anzugeben. Die Fiillung hat stets in 5cem Fhissigkeit 
zu erfolgen; bei scharfem Zentrifugieren ist diese Menge auch zu er 
halten, wenn etwas weniger als 5 com Serum vorhanden ist (bis 4,5 ecm) 
(natiirlich muB entsprechend weniger EnteiweiBungsfliissigkeit ge 
nommen werden). Steht noch weniger Serum zur Verfiigung, so emp 
fiehlt es sich, mit einem sicher morphinfreien Serum bis 5 cem auf 
zufiillen. Natiirlich verschlechtern sich dann bei sehr geringen Morphin 
mengen die Chancen der Bestimmung. 


Technik der Morphinbestimmung im Serum. 


Erforderlich sind groBe, 20 cem fassende Zentrifugenglaser mit glatten 
zylindrischen Wanden und rundem Boden. Jeder Punkt der Innenflaiche 
muB bequem mit einem Glasstab beriihrt werden kénnen. 

Lésungen. Solutio Uranii acetici oxydati, 1 cem 0,005 2 P, O, 
(Mercks volumetrische Lésungen), titrierte Lésung zur Phosphorséure 
bestimmung. Auf Ammoniakfreiheit priifen! Ebenfalls verwendbar sind 
3,5° ige Lésungen ammoniakfreien, kristallinischen Uranylacetats bzw 
Nitrats. 

2,6n Salzsiure, die ich mir aus konzentrierter Salzséiure (spezifisches 
Gewicht 1,19) durch Verdiinnung herstelle. 1 cem muB 26 cem n/10 Lauge 
neutralisieren. 


* Wurde in einem Versuche die zu verschiedenen Serumproben zu- 
gesetzte Morphinmenge variiert, so geniigte natiirlich eine einzige Probe 
mit reiner Lésung; alle iibrigen Proben wurden dann nach der Kurve oder 
nach der Formel fiir reine Lésungen berechnet. 
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AuBerdem sind simtliche Lésungen und Hilfsmittel, die fiir die Be 
timmung in reiner Lésung angegeben sind, erforderlich. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


5cem moglichst frischen Serums (genau abgemessen mit Vollpipette) 
n ein groBes Zentrifugenglas geben. Unter kraftigem Riihren mit stumpfem 
Glasstab genau 5 ccm der Uranyllésung in kraftigem Strahl zuflieBen lassen. 
Mehrere Minuten riihren, bis keine groben Bréckel mehr zu erkennen sind 
Stab entfernen. 10 Minuten bei etwa 3000 Umdrehungen zentrifugieren. 
Steht eine so schnell arbeitende Zentrifuge nicht zur Verfiigung, so miissen 
lie Zentrifugierzeiten verlangert werden. Ist die iiberstehende Fliissigkeit, 
die stets griinlich gefarbt ist, vollkommen klar, so sind genau 5cem ab 
zupipettieren und in ein geeichtes Zentrifugenglas (s. Methode fiir reine 
Lésungen) zu bringen. Schwimmen noch weibliche Flocken umher, so 
kann durch ein kleines trockenes Filterchen direkt in das Zentrifugenglas 
filtriert werden (bis zur Marke ..5 cem**). 

Genau wie bei reinen Lésungen werden zwei Standardproben angesetzt 
1. mit 0,2 mg Morphinchlorid (1 cem 0,2° ggige Lésung, 4 ccm Wasser) und 
2. mit 1,0 mg Morphinchlorid (5cem 0,2° ggige Lésung). 

Vor der Fallung kommt zur Serumprobe leem der 2,6n Salzsdure, 
zu den Standardproben lecm 2,0n Saéure. Die Fallung und weitere Ver 
arbeitung geschieht genau wie bei reinen Lésungen, mit einem Unterschied : 
man kann sich bei den Serumproben nicht auf das Aussehen der Proben 
verlassen und daraus Schliisse ziehen, ob konzentrierte Schwefelsdiure bis 
2 oder bis 5 cem aufgefiillt werden soll. Es empfiehlt sich daher, zunachst 
stets bis zur Marke ,,2 ccm“ aufzufiillen, dann mit einem spitzen Glasstab 
umzuriihren. Ist die Lésungsfarbe wesentlich dunkler als in der Standard 
probe 2, so ist der Stab fiir 1 bis 2 Minuten aus der Fliissigkeit heraus- 
zuheben, bis kein Tropfen mehr abflieBt, worauf H,SO, bis zur Marke 
.5cem* nachzufiillen ist. Nun bis zur Homogenitaét umriihren usw. 

Berechnung. Zunichst wird nach den fiir reine Lésungen geltenden 
Regeln die gefdllte Menge Morphinchlorid ermittelt (7). Diese Menge wat 
in 5cem enteiweiBter Fliissigkeit (,,Serumpipettat*') enthalten, 5 ccm 
Serum entkielten also 2M. In leem Serum waren *, M vorhanden. 

Standen weniger als 5 ccm, z. B. nur 3cem Serum zur Verfiigung, und 
wurde mit morphinfreiem Serum auf 5cem aufgefiillt, so andert sich mur 
die Umrechnung auf 1 cem Serum. Dann enthalt 1 cem Serum eben ?, 1. 

Der zu befiirchtende Fehler ist fiir die Fallung selbst nicht gréBer als 
in reinen Lésungen. Die EnteiweiBung bringt ebenfalls keine wesentlichen 
Fehler in die Bestimmung hinein. Bei der Umrechnung auf 1 cem Serum 
liegen die Morphinmengen, bei denen man auf nennenswerte Verluste 
rechnen mu, tiefer als in 5ccem reiner Lésung. 


Beispiele. 


1. Gesundes Kaninchen. Das Blut wird aus der Ohrvene entnommen. 
4,9 ccm des leicht hamolytischen Serums kommen in ein groBes Zentrifugen 


glas. Dazu wird vor der EnteiweiBung 0,1 cem einer 2°,igen Morphin 
chloridlésung zugegeben. (2mg Morphinchlorid). | Enteiweibung, Zen- 


trifugierung. Genau 5ccm Pipettat kommen in ein kleines geeichtes 
Zentrifugenglas. Standardproben werden angesetzt. Bei der Fallung in 


26 * 
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der Serumprobe grobflockige, sehr massige, sofort sporitan absetzen 
Ausfallung. Zentrifugierung, Waschung. Konzentrierte Schwefelsau 
zuniichst bis Marke ,,2 cem‘*; die Farbe ist offenbar viel zu dunkel. Dara 
wird bis 5 cem aufgetillt. Wasserbad, Exsikkator, Kolorimetrie am nachst: 
Tage. Da die Farbe der X-Probe der Farbe der Standardprobe 2. nal! 
kommt, wird mit dieser verglichen. 


Standardprobe im Trog, Serumprobe im Becher 


Ablesungen: 10,0 
10,0 
9,9 
10,1 
9.9 Durchschnitt: 9.98 
10.0 
10,0 
10,0 
9.9 
10.0 


Das Verhaltnis der X-Farbe zur Standardfarbe, das wir mit » bezeichnen 
10 
ist also 5 oa 1,00 (die dritte Dezimale wird vernachlissigt). Da dir 


Standardfarbe 2 gleich 1,0 ist, so ist auch die X-Farbe 10. Da di 


Schwefelséiure bis 5 cem aufgefiillt worden ist, benutzen wir die Kurve 2 


(s. vorige Mitteilung, Abb. 3). Der Ordinate 1,0 entspricht die Abszisse 1,0 
Somit ist die gefallte Morphinchloridmenge Img. Der Morphinchlorid 
gehalt in den 5cem Serum betragt das Doppelte, also 2 mg. 


2. Zu 4,9 ccm Meerschweinchenserum 0,1 cem 14 °oige Morphinchlorid 
losung (0,5mg). Verarbeitung zuniéchst wie in Beispiel 1. Nach Zusatz 
des Fiallungsreagens zum Pipettat geringe, jedoch spontan absetzende. 
ganz lockere Ausfaillung (hauchartiges Sediment vor dem Zentrifugieren) 
Nach dem Zentrifugieren gut konsolidierter Niederschlag. Konzentriert« 
Schwefelsiure wird bis zur Marke ,,2cem‘ zugegeben. Farbung etwas 
starker als in Standardprobe | (von 0,2 mg Morphinchlorid). Standard 
probe | im Trog, Serunprobe im Becher. 


Ablesungen : 


Durchschnitt: 7,11 


— fh a 
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n (Verhaltnis der X-Farbe zur Standardprobe) 10: 7,11 1,41. 
Da wir der Standardfarbe 1 die Zahl 0,25 zuschreiben (vgl. Kurve 1 fiir 
2 mg), so ist die X-Farbe 0,25. 1,41 = 0,35. Wir suchen auf der linken 
Kurve (1) die Ordinate 0,35 auf. Sie entspricht der Abszisse 0,25, d. h. 
die gefallte Menge betrug 0,25 mg Morphinchlorid. 5 cem Serum enthielten 
das Doppelte, also 0,5 mg. 
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B. Bestimmung des Morphins im Vollblut. 

Fiir eine Reihe von Fragestellungen ist es nicht gleichgiiltig, ob 
ian den Alkaloidnachweis im Serum oder im Blute vornimmt. Die 
Voliblutmethode war daher als nachster Schritt auf dem Wege der 
\usarbeitung von Methoden zur Bestimmung des Alkaloids in kom- 
ilizierteren Gemischen von Kérpersubstanzen vorgezeichnet Eine 
leche Methode ist daneben besonders wichtig bei Experimenten an 
kleineren Tieren. die keine geniigenden Serummengen liefern 

Die einfache Ubertragung der Serummethode auf das Blut erwies 
sich als unmoglich, wie ja vorauszusehen war. Das Grundprinzip der 
Serummethode lieB sich aber auch auf das Blut anwenden. Die 
wichtigste Abweichung bestand in der wesentlichen Erhéhung der 
Uranyisalzkonzentration bei der Enteiweibung und in der dadurch 
notwendig werdenden Eliminierung des Uranyliiberschusses im Pipettat. 

Meine Blutversuche beziehen sich auf Hammel-, Kaninchen- und 
Meerschweinchenblut, das durch Schlagen defibriniert wurde. Einzelne 
Versuche mit Menschen- und Hundeblut zeigten, dab bei diesen Spezies 
etwas andere Verhaltnisse vorliegen, die besondere Untersuchungen 
erfordern. Es ist im héchsten Grade wahrscheinlich, daB durch Ver- 
anderung der Reagenzienkonzentration auch hier brauchbare Resultate 
erzielt werden kénnen; ich ging dieser Frage jedoch nicht /nach, weil 
sich meine Versuche vorlaufig nur auf kleine Tiere beziehen. Die 
folgenden Ausfiihrungen zeigen den Weg. wie nétigenfalls Methoden fiir 
Material abweichender Beschaffenheit ausgearbeitet werden kénnen. 

Unzulassig ist die Verhinderung der Gerinnung durch Oxalat- oder 
Citratzusatz. Diese Substanzen n»emmen die Ausfallung des Morphins 
durch Phosphormolybdinséure. Um die Verhaltnisse nicht zu komplizieren, 
verzichtete ich auf die Anwendung anderer gerinnungshemmender Reagenzien 
und arbeitete stets mit geschlagenem Blute. Die Methode ist in gleicher 
Weise auf das Venenblut wie auf das durch ganzliches Entbluten erhaltene 
gemischte Blut anwendbar. 

Nachdem festgestellt war, dab die zur Serumenteiweibung ver- 
wandte Uranylacetatlésung keine geniigende Enteiweibung des gleichen 
Volumens Blut bewirkt, erhéhte ich die Konzentration der Urany]- 
lisung. Bei der beschrankten Léslichkeit des Acetatsalzes mubBte 
dieses durch ein mineralsaures Salz ersetzt werden, denn an der Volumen- 
beschrankung wollte ich festhalten. Trotz der Bedenken gegen die 
Verwendung von Nitraten (Kolorimetriestérung!!) wahlte ich schlieBlich 
als das reinste das ammoniakfreie Uranium nitricum puriss. (Merck). 
Auch die Uranylnitratlésungen erwiesen sich als ausgezeichnetes Ent- 
eiweiBungs- und Phosphatfallungsmittel. 


' S. vorige Mitteilung. 
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Versetzt man konstante Mengen Blut mit dem gleichen Volum: 
Uranylnitratlésung steigender Konzentration, mischt gut durch und ze: 
trifugiert, so erhaélt man iiber den gut konsolidierten, schwarzbraun: 
Niederschlagen Fliissigkeiten folgender Beschaffenheit : 


Tabelle V. 








Konzentration Aussehen der iiber- oe sa — Verhalten des 
der Uranylnitrats) stehenden Flussig- + eer ‘ Niederschlags in nee ane 
lésung keit nach Zentri- —~— Gums vr konzentrierter aa 
tugieren Morphin zum H.SO 
o> Pipettat _— 
6 tiefbraun, tribe enorme Aus- lost sich tiefbraun 
fallung 4 
r hellbraun, triibe etwa die Hilfte lost sich hellbraun Reteciitens 
der vorigen Aus- 
fallung 
S gelblich, tribe Ausfallung ge-_ lost sich farblos 
a ringer als bei Genugende 
1% { ranylnitrat Enteiweibuny 
9 gelb, tribe etwa ebensoviel ebenso Uranyluber- 
10 gelb, opak mehr als bei 9% . a 
13 gelb, klar massige Ausfall. 


Es gibt also keine Konzentration, bei der einerseits geniigende 


Enteiweibung erreicht ware und andererseits kein stérender Urany] 
iiberschuB hineingebracht wiirde. Erst die 8°,ige Lésung reicht zm 
Enteiweibung aus, gibt aber noch ein triibes Filtrat. Ganz klar wird 
die enteiweibte Flissigkeit erst bei Konzentrationen der Uranyllésung, 
die 13°, erreichen. Ich verwende stets eine 14.5°,ige Léisung, die ein 
klares, gelbgriines Pipettat liefert. 

Die Reaktion der EnteiweiBungslésung darf weder nach der sauren 
noch nach der alkalischen Seite verschoben werden. Saurezusatz stért die 
EnteiweiBung (rotes, triibes Filtrat), Alkalizusatz dagegen fiihrt (genau 
wie beim Serum) zi Morphinretention, obgleich die EnteiweiBungslésung 
noch sauer reagiert. 

Die nachste Aufgabe bestand nun in der Eliminierung des stérenden 
Uranyliiberschusses. Es lag nahe, die Ausfallung mit Phosphat zu 
versuchen. Dabei mute unbedingt die Einfiihrung eines Phosphat- 
iiberschusses vermieden werden, viel eher konnte ein geringer Urany!- 
rest in Kauf genommen werden, denn ein solcher stért bei der iiblichen 
Aziditat des Fallungsmilieus durchaus nicht (wie bei der Serummethode). 

Nun zeigte es sich aber, dab es nicht méglich ist, durch Zugabe 
einer bestimmten Menge Phosphatlésung zur enteiweiBten Flissigkeit 
bei Zimmertemperatur! ein phosphatfreies und uranylarmes Filtrat 


1 Erwarmung der Proben war wegen der erforderlichen Einhaltung der 
Volumenverhaltnisse sowie wegen der Gefahr stérender Umsetzungen zu 
vermeiden. 
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erhalten. Es bleibt ein betrachtlicher Teil des Uranylsalzes und des 
zugesetzten Phosphats in Lésung. Der Phosphatgehalt des zur Morphin- 
fallung bestimmten Filtrats auBert sich unangenehmerweise in einer 
Verschiebung des optimalen Verhaltnisses der Fallungsreagenzien fiir 
Morphin: bei der Fallung bleibt die griinlichgoldgelbe Verfarbung aus, 
die Ausfallung ist geringer als in reiner Lésung, ja, sie kann bei sehr 
hohem Phosphatgehalt vollkommen gehemmt werden. Ich mubte also 
einen Weg finden, um phosphatfreie Filtrate zu erhalten. 

Die Ausfallung des Uranylphosphats ist gegen Reaktionsverschie- 
bung nach der sauren Seite sehr empfindlich. Es war daher wahrschein- 
lich, daB die hohe Konzentration des zur EnteiweiBung benutzten und 
ins Filtrat ibergehenden Uranylsalzlésung wegen der daran gekniipften 
Reaktionsverschiebung! an der unvollstandigen Ausfallung des zu- 
gesetzten Phosphats schuld war. Wenn diese Annahme zutraf, so 
waren folgende Feststellungen zu erwarten: 

1. Das enteiweiBte Filtrat muBte phosphathaltig gefunden werden, 


denn die aus dem Blute stammenden Phosphate sind denselben ungiinst igen 
\usfallungsbedingungen ausgesetzt wie das nachtraglich zugesetzte Phosphat . 


2. Wenn die saure Reaktion an diesem Umstande schuld ist, so muBte 


durch Abstumpfung der sauren Reaktion in der enteiweiBten Fliissigkeit 
eine vollstandige Ausfillung des Phosphats erreicht werden kénnen. 

3. Setzt man nach Erreichung der fiir die Phosphatausfallung giinstigen 
Reaktion noch mehr neutrales Phosphat zur enteiweiBten Fliissigkeit zu, 
so muB solange noch Uranylsalz in Lésung vorhanden ist eine nahezu 
quantitative Ausfallung eintreten. 

Alle diese Erwartungen haben sich bestatigt. Zum qualitativen 
Nachweis von Phosphat in Gegenwart von Uranylsalzen benutzte ich 
eine saure Ammoniummolybdatlésung [15°,ige wasserige Ammonium 
molybdatlésung mit gleichem Volumen H N O, (spezifisches Gewicht 1.2), 
dazu etwas NH,NO,}. Dieses Reagens erzeugt im enteiweilten Blut- 
pipettat zuerst Gelbfarbung. die aber wegen der Eigenfarbe des Pipettats 
nicht deutlich ist, nach wenigen Minuten aber den charakteristischen 
Niederschlag des gelben Ammoniumphosphormolybdats Das ent- 
eiweibte Blutpipettat enthalt also neben dem sicher vorhandenen 
Uranylsalz auch Phosphat in Lésung 

Nun setzte ich zu je 2ccm Pipettat gleiche Mengen NaOH steigender 
Konzentration zu. Von der entstehenden Triihung wurde abfiltriert, zu 
2cem Filtrat wurden 3cem Ammoniummolybdatreagens zugegeben. 


' leem des enteiweiBten Filtrats wird erst durch etwa 2,6 cem n/10 
Lauge neutralisiert (Phenolphthalein). Setzt man die Lauge allmahlich 
zu, so erfolgt zuerst eine Vertiefung der gelbgriinen Farbe, dann noch vor 
dem Farbumschlag des Phenolphthaleins eine zunehmende Triibung der 
Fliissigkeit. Dieselbe Reihenfolge beobachtet man auch bei der Titration 
von reinen Uranylnitratlésungen. 
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Tabelle V1. 





Zu 1 ccm Blutpipettat zugesetzt 


n/l0 NaOH dest. Wasser Filtrat mit Ammoniummolybdatreagens 
cm ccm 
0,5 1,0) Tiefe Tribung (Phosphat) 
09 0,6 Feine, sehr geringe Tribung 
1,0 0.5 Keine Tribung, nach Zentrifugieren kein Nied: 


schlag (phosphatfrei) 


lecm n/10 NaOH schafft also die Reaktion, bei der so gut w 
kein Phosphat mehr in Lésung bleibt. Es bleibt dann noch ein Urany 
iiberschuB in Lésung. Bei der jetzt herrschenden Reaktion ist es méglich 
durch Phosphatzusatz das Uranylsalz nahezu quantitativ, jedenfalls 
aber ausreichend, so zu entfernen, daB kein stérendes Phosphat in 
Losung gehalten wird. Folgender Versuch illustriert das Verhalten 
des mit NaOH versetzten Blutpipettats gegen die Zugabe verschiedenc: 
Mengen Phosphat. 


Zu fiinf Portionen von je | cem Blutpipettat wird je 1 cem n 10 NaOH 
zugesetzt, dazu kommen verschiedene Phosphatmengen. Samtliche Probe: 
werden durch Wasserzugabe auf das gleiche Volumen (2.12 cem) gebracht 
Die Filtrate werden mit einer Ferrocyankaliumlésung auf Anwesenheit 
von Uranyl, mit dem Ammoniummolybdatreagens auf Anwesenheit von 
Phosphor gepriift. 


Tabelle V1. 





Phosphatzusatz a K, Fe Cy, *Reaktion Phosphatausfallung durct 

(com + , mol. Lésung neu- p Filtrete (Braunfarbung durch Ammoniummolybdat 
tralen Phosphatgemisches) oe Vranyl) im Piltrat im Filtrat 

0,04 gelb +++ 

0,06 wasserklar + + 

0.08 z ae 

0,1 ‘ + 

0.12 


Solange noch Urany! vorhanden ist, bleibt also kein Phosphat in 
Lésung. Bei einem Uberschu8 an Phosphat ist im Filtrat kein Urany] 
mehr nachzuweisen. 


Der naheliegende Gedanke, die Eliminierung des Uranyls durch ein 
gréBeres Quantum Lauge ohne Phosphat zu erreichen, lieB sich nicht 
realisieren, da bei einer solchen Enturanylisierung betrachtliche Mengen 
Morphin zuriickgehalten werden. Es ist daher nicht erlaubt, einen beliebigen 
Ubersehu8 von Alkali zuzusetzen. Bei den in der Methode vorgeschriebenen 
Alkalimengen ist, wie noch erértert werden wird, kein Morphinverlust zu 
befiirchten. Auch der Versuch, statt der Alkalisierung des Blutpipettats 
alkalische Phosphatlésungen zur Enturanylisierung zu verwenden, gab 
unbefriedigende Resultate. 
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Bei der praktischen Durchfiihrung des Prinzips der kombinierten 
inturanylisierung durch Alkali und Phosphat war eine Reihe von 
schwierigkeiten zu iiberwinden. Alle Reagenzien muBten in méglichst 

mzentrierter Lésung zugegeben werden. Hochkonzentrierte Laugen- 
sungen erzeugen aber im Blutpipettat zunachst sehr grobe und massige 
\usfallungen, die sich erst nach mihseliger Durchmischung zuriickbilden 
ind die gewiinschte feinere Triibung hinterlassen. Es erwies sich daher 
ils praktischer, die Saureabstumpfung mit einer Natriumearbonat 
josung vorzunehmen. Dabei entsteht keine so grobe Ausfallung wie 
bei Verwendung von Lauge. Die zweite Schwierigkeit bestand in der 
Bereitung einer hochkonzentrierten neutralen Phosphatlésung, die kein 
Kalium und kein Ammonium enthalten durfte. Bei der schlechten 
ldslichkeit des zweibasischen Natriumphosphats miissen tibersittigte 
Losungen verwendet werden, die zur Vermeidung des Auskristallisierens 
vor dem Gebrauch etwas erwarmt werden. Nach der Zugabe dieser 
Lisung zum Blutpipettat ist die Verdiinnung bereits ausreichend, 
und ein Auskristallisieren ist nicht mehr zu_ befiirchten 

Die erforderliche Menge der Reagenzien ermittelte ich an zahl 
reichen Blutproben verschiedener Herkunft. Die erhaltenen Zahlen 
schwanken fiir Hammel-, Kaninchen- und Meerschweinchenblut in so 
engen Grenzen, dab feststehende Vorschriften gegeben werden konnen. 
Im Einzelfalle kann man sich durch die K,FeCy,- und die Ammonium. 
molybdatprobe im enturanylisierten Pipettat (eigentlich: uranyldrmer 
gemachten Pipettat) leicht davon tiberzeugen, ob sich kein gréberer 
Fehler eingeschlichen hat. Hier soll ein Beispiel der Mengenbestimmung 
fiir die beiden Reagenzien folgen. Der Gang dieser Bestimmung ist 
um so wichtiger, als er, wie es scheint, fast unverandert fiir andere 
Koérpersubstanzen (z. B. Gehirn) ibernommen werden kann 

Die genaue Zusammensetzung der Reagenzien findet sich wieder im 
technischen Teile. Zur Mengenbestimmung verwende ich schwachere 


Lésungen als zur Enturanylisierung, und zwar eine 1°,ige Natrium 
carbonatlésung und die in der ersten Mitteilung angegebene m3 Phos- 


phatlésung. 


1. Erforderliche Natriumcarbonatmenge. 


Tabelle VIII. 





Zu 1 ccm enteiweiften Blutpipettats 


zugesetzt 
; Filtrat mit Ammoniummolybdatreagens 
Wesesr 1° — (Phosphatprifung) 
ccm ccm 
0,9 0.1 Gelblich, bald tribe (Phosphat!) 
0,7 0.3 Fast farblos, nach 24 Stunden getribt 


0.6 04 Farblos, bleibt klar (phosphatfrei) 
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Die zur Phosphatausfillung (zur Herstellung der erforderli: 
Reaktion) notwendige Na,CO,-Menge betragt also 0,4ccm einer 1° 
Lésung. 


0 


2. Erforderliche Menge des Zusatzphosphats. 

Zu lecem enteiweiBten Blutpipettats kommen 0,4 ccm einer 1°, i; 
Na,CO,-Lésung und mehrere Kubikzentimeter Wasser zur Verdiinnu 
Nun wird aus einer Mikrobiirette m/3 Phosphatlésung tropfenweise 
gegeben, bis durch Tiipfelung mit Kaliumferrocyanid Verschwinden « 
Uranylreaktion festgestellt wird. Etwa 0,3 bis 0,35 cem Phosphatlésu 
sind dazu erforderlich. 


Da ein geringer Uranyliiberschu8 weniger schadet als ein Phosphat 
iiberschuB, hielt ich mich bei der Festlegung der Dosen an die unter 
Grenze der gefundenen Phosphatzahlen. Die mit verdiinnten Lésung: 


gefundenen Werte konnten ohne weiteres fiir die konzentrierteren 
Losungen, die zur Enturanylisierung bei der Bestimmung verwendet 
werden, umgerechnet werden, ohne daB Abweichungen zutage ge 
treten waren. 

Die enteiweibte und nahezu enturanylisierte phosphatfreie Flissiy 
keit, die nach der geschilderten Prozedur erhalten wurde, mubte nun 
auf ihre Eignung als Fallungsmilieu fiir Morphin gepriift werden. 

A. Leerproben. An zahlreichen Proben von morphinfreiem Hamme! 
blut und an Proben von etwa 15 Meerschweinchen (darunter ein schwangere- 
Weibchen) konnte festgestellt werden, daB in dem enturanylisierten 
Pipettat‘’ keine Substanz enthalten ist, die mit Phosphormolybdansiur 
Fallungen gibt. 

B. Zusatz von Morphin zum enturanylisierten Pipettat. Diese Morphin 
zusitze lassen sich genau wie aus reiner Lésung ausfallen und dann kolori 
metrisch bestimmen. Durch mehrere Versuchsreihen wurde festgeste!lt, 
daB hier dieselben Optimumverhialtnisse herrschen wie in reiner Lésung 
Im Gegensatz zu den Verhialtnissen in dem nicht enturanylisierten Pipettat 
von Serum liegt das Aziditaétsoptimum fiir die Morphinfallung im Blut 
pipettat nicht héher als in reiner Lésung (20 cem n/10 Saéure bei 116 my 
MoQ,), was wohl an dem sehr geringen Uranylgehalt liegt. Ganz verstandlich 
ist mir aber dieses verschiedene Verhalten noch nicht. 

Wichtig ist die griindliche Waschung der Niederschlage. Durch das 
Uranylnitrat werden Nitrationen in die Niederschlage eingefiihrt, die die 
Schwefelsiurekolorimetrie stéren. Waschen mit Umriihren beseitigt diese 
Storung vollkommen. 

C. Zusatz von Morphin zum Blute. Genau wie beim Serum konnt+ 
auch beim Vollblut festgestellt werden, daB bei der EnteiweiBung mit 
Uranyllésungen eine gleichmaéBige Verteilung des Morphins zwischen der 
vom Niederschlag besetzten und freien Fliissigkeit eintritt. Dariiber 
hinaus zeigte es sich, daB auch bei der ,,Enturanylisierung™ dieselben 
giinstigen Umstiénde vorliegen, so da8 das zur Fallung bestimmte letzte 
Pipettat genau soviel Morphin enthalt, als ob das Blut durch indifferente 
Fliissigkeiten verdiinnt worden ware. Die Berechnung gebe ich im techni- 
schen Teile. Hier geniigt es zu sagen, daB in allen Zusatzversuchen die 
gefallte und bestimmte Morphinmenge dieser Berechnung entsprach 
Natiirlich kommt durch die zweimalige Verdiinnung (EnteiweiBung und 
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Enturanylisierung) ein etwas geringerer Teil des zugesetzten Morphins zur 
Fallung als bei Serumversuchen. Durch mdéglichst hohe Konzentrationen 
ler verwendeten Reagenzien wird diese Verminderung soweit wie méglich 
nweschrankt. 

Technische Vorschriften. 


Apparatur wie fiir Serumversuche. 

Reagenzien : 

1. 14,5° ige Lésung von ,,Uranium nitric. puriss. cryst.** (Merck), 
Das Reagens mu8 ammoniakfrei sein. 

2. 13°,ige Lésung von wasserfreiem, reinstem Natriumecarbonat (zur 
Analyse). 

4 
3. Etwa > molare annahernd neutrale, iibersaéttigte Natriumphosphat - 


losung: 5,5240g einbasisches (1 Molekiil Kristallwasser) und 16,6264 2 
pweibasisches (Sérensen sches) Natriumphosphat in etwa 60ccm Wasser 
bis zum Sieden und bis zur klaren Lésung erhitzen, heii in einen 
100-cem-MeBkolben filtrieren. Abkiihlen lassen, dann mit Wasser bis 
100 cem auffillen. Vor dem Gebrauch (auch wenn keine Kristalle aus 
vefallen sind) im Wasserbad auf 50° erwarmen. 

4. Samtliche Reagenzien fiir die Bestimmung in reiner Loésung. 


Ausfiihrung der Bestimmung. Das Blut wird vom Beginn der Ent 
nahme an mit einem Glasstab bis zum Aufhéren der Fibrinablagerung 
geschlagen. Erwiinscht sind 6 bis 7 cem Blut. doch laBt sich die Voll 
bestimmung gewOhnlich auch mit 5,5cem durchfiihren. Bei geringeren 
Mengen Blut sind keine 5cem Fliissigkeit zur Fallung zu erhalten, so daB 
besondere Umrechnungen notwendig werden. 

Die genau abgemessene Menge Blut kommt in ein grobes Zentrifugen 
glas mit rundem Boden, dazu wird unter Riihren mit stumpfem Stab im 
Strahl das gleiche Volumen Uranylnitratlésung zugesetzt. Zunidchst bilden 
sich rote Klumpen, die allmaéhlich braun, schlieBlich schwarzbraun werden 
und bei staéndigem Riihren zerfallen. Gleichzeitig bilden sich feine Gas- 
blaschen; diese Gasbildung halt so! lange an, als noch grob erkennbare 
Brocken herumschwimmen. Es ist wichtig, sorgfaltig und vorsichtig zu 
riihren (ohne grobe Schaumbildung), die Klumpen miissen zwischen Stab 
und Glaswand nach Méglichkeit zerrieben werden. Das Riihren mu& fort 
gesetzt werden, bis die ganze Fliissigkeit homogen schwarzbraun erscheint 
und keine Gasblasen mehr auftauchen ; diese Prozedur kann 10 bis 15 Minuten 
erfordern. 

10 Minuten bei etwa 3000 Umdrehungen zentrifugieren. Uberstehende 
Fliissigkeit ist gelbgriin, klar oder ganz schwach opak Letzterentalls 
nochmals zentrifugieren bis zur Klaérung. 

Bei 6cem Blut kénnen gewodhnlich 7cem Fliissigkeit abpipettiert 
werden. Ist das nicht méglich, so kann man sich auch mit einer geringeren 
Menge begniigen. Manchmal kann durch wiederholtes Zentrifugieren 
noch mehr Fliissigkeit aus dem Niederschlag herausgepreBt werden. Aut 
jeden Fall muB die abpipettierte Menge genau bekannt sein. Sie kommt 
in ein anderes groBes Zentrifugenglas. 

Dazu unter Riihren Natriumcarbonatlésung, und zwar zu 7 cem 
Fliissigkeit (Pipettat) 0,2 cem Natriumcarbonatlésung. Hat man weniger 
Pipettat, so nimmt man entsprechend weniger Na,CQ,, also zu 6,5 ccm 
Pipettat 0,185cem (die Genauigkeit der Abmessung mit gewéhnlichen 
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l-cem-Pipetten ist ausreichend). Pro Kubikzentimeter Pipettat nin 
man also etwa 0,0285 com Na,CO,-Lésung. Es entsteht eine Triibung 
Ausfillung. Nach kraftigem Riihren kommt dazu die (vorher erwar 
Phosphatlésung, und zwar bei 7 cem Pipettat 0.5 cem, sonst entsprechy 
weniger (bei 6,5 ccm Pipettat 0,465 ccm; pro Kubikzentimeter Pipet 
etwa 0.0715 cem). Dabei massige gelbweiBbe Ausfillung. Die ausreiche: 
Phosphatausfallung braucht bei Zimmertemperatur eine gewisse Z: 
Unter haufigem Umriihren la8t man die Probe daher am besten 1 Stu 
stehen. Darauf 5 Minuten zentrifugieren. Uber dem massigen Niedersc} 
steht eine fast farblose, nur ganz schwach gelblich gefarbte Fliissigk 
die ganz klar sein muB. Davon kommen 5 cem (genau) in ein graduiert+s 
schmales Zentrifugenglas zur Fallung (s. Methode fiir reine Lésunge: 
Der Rest der Fliissigkeit kann zur Priifung auf Phosphatfreiheit (n 
Ammoniummolybdatreagens) benutzt werden. Ein Tropfen 10 °pige 
Ferrocyankaliumlésung zeigt durch Braunfarbung der im groBen Ze: 
trifugenglas auf dem weiben Niederschlag zuriickbleibenden Fliissigkeit 
daB darin, wie erwiinscht, noch Uranyl enthalten ist, da® also kein Phosphat 
iiberschuB zugegeben worden ist. 


Sind keme 5cem abzupipettieren, so mu eine genau bestimmt: 
yveringere Menge genommen werden. Es muf dann mit Wasser auf 5 ce 
autgefillt werden. 


Fdllung des Morphins. Die Proben mit 5cem des enturanylisierte 
Blutpipettats werden nun genau so verarbeitet, als ob es sich um Probe: 
mit 5ceem reer Morphinchloridlésung handelte. Es werden also daneber 
die zwei Standardproben mit bekannten Morphinchloridmengen in reine: 
Léosung angesetzt, zu allen Proben kommt | cem 2n HCl, 1 cem Fallungs 
reagens usw. (s. Methode fiir reine Lésungen). Bei den Blutpipettat probe: 
kommt es in noch héherem Grade als sonst auf griindliches Umriihren bein 
Waschen der Niederschlige an, da diese vom Uranylnitrat her Nitrationen 
enthalten. 


Berechnung. Es sei die in 6cem Blut enthaltene Morphinchloridmeng: 
gleich M mg. Diese Menge verteilt sich bei der EnteiweiBung auf 12 ccm. 


so daB in den abpipettierten 7 ecm M enthalten sind. Durch Zugabe 


‘ 
1: 
von 0,7 cem (0,2 cem Na,CO,-Lésung und 0,5 cem Phosphatlésung), also 
einem Zehntel der Pipettatmenge, verteilt sich die Morphinmenge aut 
7.7cem. In den zur Bestimmung gelangenden 5 ccm Fliissigkeit sind also 


» ‘ . 
=~ davon, d. h. ==: 13" M enthalten. Zur Bestimmung gelangt also eine 
4.f 4.4 - 


Morphinchloridmenge (nennen wir sie M,), die = = der in 6cem Blut 
urspriinglich enthaltenen Menge ausmacht. Wurde bei der Fallung 1 mg 
Morphinchlorid gefunden, so hatten 6ccm Blut 2,64 mg enthalten. 2,64 
ist der Berechnungskoeffizient fiir 6 com Blut. In lecem Blut ist sechsmal 
weniger enthalten, also 0,44.M,. Die gefundene Morphinchloridmenge, 
multipliziert mit 0,44 ist gleich dem Gehalt in I1cem Blut. Wie erwahnt, 
fand sich dieses Verhaltnis stets praktisch bestatigt, und zwar in dem 
Intervall von 0,01 bis Img in leem Blut. 


Die Koeffizienten andern sich nur, wenn die letzte Pipettierung keine 
5cem liefert. Kommen nur 3ccm (mit Wasser auf 5 ccm aufgefiillt) zu 
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F.llung, so mtissen die Koeffizienten mit > multipliziert werden. In 6 cem 


Blut ist dann das (2.64.5) fache, in leem Blut das (0.44 -5)-fache der 

o/ . 
getallten Menge M, enthalten. Die Koeffizienten sind dagegen unabhangig 
von der verarbeiteten Menge Blut sowie von der Menge des nach der ersten 
hnteiweiBungs-) Zentrifugierung gewonnenen Pipettats, denn beide Fliissig 
keitsmengen werden stets im gleichen Verhdaltnis verdiinnt : das Blut durch 
lie Uranyllésung im Verhaltnis 1:2 und das enteiweilte Pipettat durch 
Na,CO,-Lésung und Phosphatlésung im Verhiltnis 1: 1,1. Waren z. B. 

5 . 6.5 

6.5 cem Pipettat vorhanden, so ist M, — i noes 

(6.5 O,185 0.465). 12 


2 64 M, der Koeffizient hat sich also nicht verdndert. 
Regel. Die in Seem enturanylisierten Pipettats bestimmte Morphin 
chloridmenge ist zur Ermittlung des Gehalts in lcem Blut stets mit 0,44 zu 
ultiplizieren. Stehen keine 5 com enturanylisierten Pipettats zur Verfiqung, 
so mu zuerst aus dem Gehalt der geringeren, fiir die Bestimmung verfiigbaren 
Venge berechnet werden, wieviel in 5 com enthalten ware. Dann wird, wie 
oben angegeben, multipliziert. 
Die Genauigkeit der Methode ist nicht wesentlich geringer als bei 
der Bestimmung in reiner Lésung. Der durch die Vorbearbeitung ent 
stehende Fehler betragt erfahrungsgemaB 1 bis 3°,. 


Be ispiel. 


Zu 5.9 e¢em aus der Ohrvene entnommenen defibrinierten Kaninchen- 
bluts wird 0,1 cem einer | °,igen Morphinchloridlésung vor dem Enteiweiben 
zugeset zt. Verarbeitung wie oben angegeben, 5ccm enturanylisierten 
Pipettats kommen zur Fallung. 10 Minuten nach der Fallung wolkiger, 
durchscheinender Niederschlag, daher wird konzentrierte Schwefelsiure 
(nach der Waschung und den yorgeschriebenen Zentrifugierungen) bis zur 
Marke ,.2 ccm‘ zugesetzt. Nach dem Wasserbad ditferiert die X-Farbe 
mehr von der Standardfarbe 1 als von der Standardfarbe 2 (sie liegt 
offenbar zwischen beiden), zum kolorimetrischen Vergleich wird Standard- 
farbe 2 genommen. 

Da die X-Farbe offenbar schwacher ist als die Standardfarbe, Kommt 


die X-Probe in den Trog, die Standardprobe in den Becher. 


Ablesungen: 6,4 
6,5 
6,3 
6,3 
6.4. Durchschnitt: 6,41 
6,5 
6,4 
6,4 
6,4 
6,5 
X-Farbe 


Standardfarbe 


Die Zahl n( 


) errechnen wir nach der Formel fiir die 


zweite Anordnung (s. technischen Teil der Methode fiir reine Lésungen). 
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6.41 

10 
Schwefelsaureauffilllung die Marke .,2 ccm‘* benutzt wurde, suchen 
die Ordinate 0,64 auf. Sie entspricht der Abszisse 0,375. Fiir lecem | 
errechnen wir daher den Morphinchloridgehalt von 0,165 mg, fiir 6. 
Blut 0,99 mg, der Fehler betragt demnach 1 °,. 


Also n 0.64. Auf der Kurve | die wir benutzen, da fii 


Zusammenfassung, 

Fiir Hammel-, Kaninchen- und Meerschweinchenvollblut beste} 
die Moéglichkeit, durch EnteiweiBung mit 14,5°,iger Uranylnitrat 
l6sung (zu gleichen Teilen) und durch Eliminierung des iiberschiissiye: 
Uranyls durch eine hochkonzentrierte Phosphatlisung genaue Morphi: 
bestimmungen ohne Extraktionen und Reinigungsverfahren vorzu 
nehmen. Es gelingt bei Vorhandensein von 5 bis 7 cem Blut, bis 
0,01 mg Morphinchlorid pro Kubikzentimeter Blut quantitativ 
bestimmen. 


Zu 


In dem Blutserum derselben Tierarten sowie in normalem Menschen 
serum ist die Bestimmung einfacher, da schwaichere Uranylsalzkonzen 
trationen zur Anwendung kommen und eine Eliminierung des Urany! 
iiberschusses entbehrlich ist. 

Die Bestimmungsfehler bei Serum- und Vollblutversuchen sind 
ebenso gering, wie bei der Bestimmung in reiner Lésung. 


Die Untersuchungen, welche dieser zweiten Mitteilung zugrunde 
liegen, wurden ebenfalls durch die groBziigige Unterstiitzung durch div 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft erméglicht. wofiir auch 
hier ergebenst gedankt sei 
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Uber die verminderte Diastasewirkung 
des Harns bei Nierenerkrankungen und beim Diabetes. 


(Versuche iiber die Ursachen des Verhaltens der Harndiastase beim Diabetes.) 


Von 
Fritz Schmerel. 


Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Mdrz 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nach den iiberwiegenden Angaben der Literatur soll der Diastase- 
gehalt des Harns bei Diabetikern und Nephritikern besonders niedrig 
sein. Diese Behauptungen habe ich auf Vorschlag von Herrn Prof 
Jacoby nachgepriift, und versuchte zugleich beim Diabetes die Ursache 
dieses Verhaltens zu begriinden. 

Schon in seinen ersten Arbeiten wies Wohlgemuth' auf die geringen 
Werte der Harndiastase bei Nephritis hin. .Marino® fand im Moabiter 
Laboratorium niedere Werte, ebenso Noguchi® und andere. Im Gegen- 
satz dazu beschreiben MV yers*, fiir viele Faille Harrison und Lawrence® 
eine Vermehrung. Es sei gleich bemerkt, daB eine Vermehrung bei 
Nephritis, falls sie in bestimmten Fallen besteht, auf die Gegenwart 
von fermentreichen zellularen Bestandteilen zuriickgefiihrt werden 
kann. So fanden wir bei einem Nierenamyloid mit einem Eiweibgehalt 
von 9 bis 17°/,, hohe Werte im Urin. 

Auch fiir den Diabetes findet sich im allgemeinen in der Literatur 
die Angabe, daB die Diastasewerte des Harns niedrig sind 

Um exakte Vergleichswerte zu erhalten, die die Bedeutung der 
Salzkonzentration, die aktivierende NaCl-Wirkung und besonders die 
H-lonenkonzentration und die Pufferung vollkommen beriicksichtigen, 
haben wir zunaichst methodische Vorversuche angestellt. 


' Diese Zeitschr. 21, 432, 1909. 

2 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 108, 1911. 
3 Arch. f. klin. Chir. 98, 1912. 

* Journ. of biol. Chem. 29, 179, 1917. 

5 Brit. Med. Journ. 1923, 8S. 317. 
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Wir untersuchten den Urin von gesunden Menschen, der weder chemi 
noch mikroskopisch einen besonderen Befund aufwies, und zwar unt 
Zusatz von Phosphatpuffern (Na, HPO, und KH,PO,) nach den Anga! 
von Sdérensen in m 3 Lésung. 

Der erste Vorversuch (Protokoll 1) zeigte, daB das Optimum zwisch 


Pu 6,5 und 8,3 liegen muBte. Der Abstand wurde durch den zweit: 
Vorversuch auf die Werte py 7.4 und 6,6 eingeengt. Wahrend ohn 
Pufferungen sich ein Diastasewert von 160 E. ergab, stier bei py 7 
der Wert auf 2560 E. Im nachsten Versuche fande i Anderung: 
des pu 7.7 bis 6,6 ein Hochplateau von 640 E. | ll 2). Diese 
Befund stimmt mit Angaben von Groll! iiberein, der an die Wirkung 
bei py 7.7 bis 6,8 die gleiche sei und jenseits dieser \ irk abnehnx 

Nun beobachteten wir, daB wohl bei der gewéhnlic) t der Ablesun: 
nach der Wohlgemuthschen Vorschrift dieses Hochplatea holt auftrat 
da jedoch feinere Nuancen in den Farbreaktionen, schen Rot 
Violett und Blau schwankten, bei gleichen Urinverdiinnung aber ver 


schiedenen py festzustellen waren. 

Wir versuchten nunmehr, das Optimum auf Grund von qua but 
Zuckerbestimmungen festzustellen. Der bei Stirkeabbau sich }ild 
Zucker wurde in bestimmten Zeitabstanden nach einer Makromei 
von Bang bestimmt. Diese beruht auf der Reduktion von Kupfersulfa: 
durch Hydroxylamin in alkalischer Lésung. Das Kupfer wird als Rhodani:| 
ausgeschieden, wenn keine fixen Alkalien, sondern nur Carbonate an 
wesend sind. 

Der Urin wurde in der Verdiinnung |: 100 mit 5cem einer 2 °,igen 
Starkelésung und 2ccem Pufferlésung versetzt, mit einer Toluolschicht 
tiberdeckt und nach 24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank mit Kupfe: 
sulfat im Uberschu®B gekocht. Der vom Zucker nicht reduzierte Teil des 
Kupfersulfats wurde dann durch Titrieren mit Hydroxylamin bestimmt 

Um Ungenauigkeiten in der Methode zu vermeiden, wurden den 
Versuche stets parallel Starkelésungen ohne Urin angesetzt, die unverdaut 
blieben, auBerdem in einem weiteren Parallelversuch 1 cem einer 1 °pigen 
Dextroselésung zugesetzt, die gleichfalls ,,leer’*, d. hh. ohne Starkelésung. 
aber mit Urin, angesetzt wurde. Es ergab sich bei den Leerversuchen nik 
eine quantitative Differenz bei Starke und Dextrose vor und nach den 
Versuche. 

Der Vorversuch, der bei py 7.7. 7.2 und 6,5 vorgenommen wurde, 
zeigte nach einer halben Stunde noch keine Unterschiede in der Zucker 
bildung, wihrend nach 14% Stunden Differenzen nachweisbar waren. Nach 
21, Stunden betrug der Zuckergehalt in 5 cem urspriinglich 2 °jiger Starke 
lésung (Protokoll 3): 


bei py 7,7: 11,6 mg 
» Pu = 7,3: 13,5 


» Pu = 6,6: 10,1 ,, 

Auch die drei folgenden Versuchsreihen ergaben tatsichlich kein 
Plateau, sondern einen Gipfel bei py = 7,2 (Protokolle 4 bis 6). 

Wie bei dem Versuch 3, so wurden auch hier die Kurven im Laufe 
von Stunden steiler, d. h. mit der Steigerung der Zuckerbildung geht eine 
Steigerung der Differenzen zwischen den verschiedenen py einher. Die 
nach 2 Stunden noch flache Kurve steigt nach 4 Stunden steil an. Wir 


' Ned. Tijdschr. Geneeste. 2, H. 21, 1921; Arch. néerl. Phys. 6, 445, 1922. 
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eben in der Abbildung drei Versuchsergebnisse in Kurvenform wieder und 
aben dabei eine besonders steile, eine flachere Kurve und eine, die eine 
nregelmaBigkeit zeigt, ausgesucht. Wenn auch die nachbarlichen Werte 
bei px 7,0 und 7,4) Abweichungen aufweisen, die sich meist innerhalb 
ier methodischen Fehlergrenzen bewegen, so zeigt doch die Form det 
Kurven, daB wir um py 7,2 das Optimum fiir den fermentativen Prozel 
ler Urindiastase in Gegenwart von Phosphatpuffern vor uns haben. 
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Abb. 1. gy und Zuckerbildung. 





Auf diese Feststellung gestiitzt, wurden alle weiteren Versuchs 
reihen unter Zusatz von Na,H PO, und KH,PO, im Verhiltnis 7: 3. 
also bei pu 7,2 (nach Sérensen) vorgenommen. 

Um zuniachst quantitative Beziehungen zwischen normalem und 
pathologischem Harn zw finden, untersuchten wir je zehn normale 
eiweibhaltige Nephritis- und zuckerhaltige Diabetesurine. 

In Vorversuchen erwies sich ein |6stiindiger Aufenthalt im Brut 
schrank nach Zusatz von 4ccm 1°, iger Starkelésung als geeignet, da 
der fermentative ProzeB durch die Pufferwirkung beschleunigt. ist 

Im folgenden sind also die als Einheiten (E.) bezeichneten Werte 
nicht mit dem von Wohlgemuth festgelegten Einheitsbegriff identisch 
Sie sind daher lediglich als relative Zahlen untereinander vergleichbar 

Wie Protokoll 7 zeigt, weisen die normalen Urine einen durch 
schnittlichen Diastasewert von 192 E. bei einem Minimum von 32 E 
und einem Maximum von 512 E. auf. Die meisten Werte lagen um 
192 E. Diese Zahl entspricht auch dem Mittelwert, den man erhiilt 
wenn man die sechs am niachsten beieinander liegenden Werte benutzt 

Die Untersuchungen bei den Nierenschadigungen (Protokoll 7) 
ergaben einen Durchschnittswert von 103 E., wahrend das Maximum 


. 


bei 256 E., das Minimum bei 32 E. lag 
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Nach diesen Befunden muB man annehmen, da® bei Nier 
erkrankungen der wahre Diastasegehalt des Urins an sich gegen « 
Norm vermindert ist. Der einmal gefundene hohe Wert von 256 | 
bezieht sich auf einen Fall von Nierenamyloid und ist bereits ob: 
diskutiert 


Besonders niedrige Werte wies nun der Harn der Diabetiker au! 


(Protokoll 7): Wahrend die gefundenen Zahlen zwischen 16 und 128 | 
schwankten, ergab sich ein Mittelwert von nur 48 E. Schon bei diese 
Untersuchung war ein direkter quantitativer Zusammenhang zwische: 
Zucker- und Diastasegehalt nicht zu finden. Laufende Untersuchunge: 
einzelner Diabetiker zeigten im allgemeinen konstante Werte (Pr: 
tokolle 8 bis 12) 

Es erhebt sich nun die Frage, auf welche Ursachen die Heralh 
setzung zuriickzufiihren ist. Folgende Méglichkeiten kommen in Frage 

1. Die gegen die Norm geinderte Zusammensetzung des diabeti 
schen Harns andert die Diastasewirkung bei unverindertem Diastas: 
gehalt 

2. Die diabetische Niere liBt weniger Diastase durch. 

3. Das Blut des Diabetikers fiihrt der Niere weniger Diastase zu 

Konzentrationsanderungen im Harn, die aus NaCl-Bestimmungen 
erschlossen wurden, gingen bei unseren Versuchen bei normalen 
Individuen mit gewissen gleichsinnigen Verainderungen der Diastase 
einher. Dabei muB hervorgehoben werden, daB die Verdiinnungsreih¢ 
mit 1°, iger NaCl-Lésung hergestellt und so die etwaige Rolle der 
Kochsalzkonzentration praktisch ausgeschaltet wurde. Plétzlich 
starke Polyurie fiihrte zu ganz erheblicher Diastaseverminderung 
Reid' berichtet sogar, dab er diastatische Wirksamkeit proportional! 
dem spezifischen Gewicht und umgekehrt proportional der Tages 
menge gefunden habe. 

Es ist also durchaus anzunehmen, dab vermehrte Urinausscheidung 
zur reellen relativen Verminderung des Diastasegehalts fiihrt. Jedoch 
ist diese Ursache allein nicht ausreichend, um die geringe diastatisch 
Wirksamkeit des Diabetesurins zu erkliren; denn die Harnmenge ist 
in unseren Fallen gegeniiber den normalen (um 1500 cem) nicht einmal! 
verdoppelt, wahrend die normalen Diastaseeinheiten das Vierfache 
betragen. Auch ist in den von Marino veréffentlichten Fallen zwischen 
der Harntagesmenge und den Diastaseeinheiten keine entsprechende 
Beziehung aufzufinden. 

Die Rolle des Kochsalzes, dessen Ausscheidung beim Diabetes 
sehr behindert sein kann, diirfen wir, wie oben erwahnt, ausschalten 


' Brit. Journ. of exper. pathol. 6, 314, 1925. 
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da die in Frage kommenden Urinverdiinnungen zu 75 bis 94°,, Ver 
innungsfliissigkeit (1°, ige NaCl-Lésung) enthielten 

Unsere Ergebnisse stimmen mit den Angaben von Strasser! iiberein 
der bei Verdiinnung mit 1°, iger NaCl-Lésung und Aqua dest. dieselben 
Werte fand. Dem Bedenken Oppenheimers®, daB die Kochsalzarmut 
und der damit verbundene Elektrolytmangel an der diabetischen 
Diastasehemmung mitschuldig sei, ist also in Sfrassers und unseren 
Versuchen Rechnung getragen. 

Weiterhin ist denkbar, daB die Anwesenheit von Traubenzucker 
die Diastase hemmt. Fermentative Prozesse kommen ja, wie allgemein 
bekannt, durch ihre eigenen Produkte zum Stillstand. 

Wir traten dieser Frage zunachst durch Zusatz von Trauben 
zucker zum normalen Urin naher (Protokoll 10). Der eine normale 
Urin zeigte dabei nur eine sehr geringe Hemmung, und ein andere 
wies erst bei 10°, eine Verminderung von 128 auf 64 E. auf 

Ein Diabetikerurin, der infolge Insulingaben bzw. didatetischer 
MaBnahmen zuckerfrei war, zeigte eine gewisse Empfindlichkeit gegen 
iiber der Glucose (Protokoli 11), so daB die Werte bei 0,1 °,, von 64 auf 
32 E. und bei 10°, auf 16 E. sanken. 

Bei einem anderen zuckerfreien Diabetikerurin waren nur 16 Dia- 
staseeinheiten vorhanden, so dab eine wesentliche Senkung hier gar 
nicht beobachtet werden konnte 

Ob die Diastase des Diabetikers gegeniiber hemmenden Einfliissen 
empfindlicher als die des normalen ist, sei dahingestellt. DaB andererseits 
die Glucose infolge des veranderten py des Diabetikerurins hemmend 
wirkt, ist auszuschlieben, da immer fiir gleiches py und optimale 
Pufferung gesorgt war 

Ferner ist zu erwahnen, daB auch bei fortlaufend wiederholten 
Untersuchungen kein quantitativer Zusammenhang zwischen Zucker- 
gehalt und Diastasewirkung auftrat, etwa im Sinne einer umgeKehrten 
Proportion. 

Dies zeigten auch die Versuche, in denen wir die Glucose gleichsam 
auf physiologischem Wege dem Diabetikerurin zusetzten, indem agly 
kosurische Diabetiker mit 125 g Geback belastet wurden (Protokoll 12) 

Der Vergleich der Zahlenwerte ergibt eine Senkung der Diastase- 
werte, die aber erst nach dem Wiederverschwinden des Zuckers eintritt 
und auch mit der Konzentrationsinderung nur einen lockeren Zu 
sammenhang erkennen 1éBt. Ein direkt hemmender EinfluB des 
..physiologisch auftretenden Zuckers ist jedenfalls hier nicht nach- 


! Deutsch. Arch. f. klin. Med. 151, 110, 1926 
2 Die Fermente 1923 
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weisbar, eine Tatsache, die sich bei den unten erwahnten Versuchey 
mit alimentarer Glykosurie wiederholt. 

Nunmehr ware zu priifen, ob durch die diabetische Niere wenige: 
Diastase in den Urin itibergeht als durch die normale Niere. DaB Nierey 
veranderungen fiir den relativ geringen Diastasewert des diabetischen 
Harns verantwortlich sein kénnen, ist schon deswegen wahrscheinlic 
weil ja, wie oben ausgefiihrt, auch bei Nephritis die Diastaseeinheite) 
im Urin niedrig sind. 

Wir versuchten durch Erzeugung der Phlorrhizinglykosurie a; 
diese Frage heranzugehen, da es sich bei ihr, wie experimentell nach 
gewiesen ist, in erster Linie um eine Nierenschadigung handelt. 

Das eine Mal (Protokoll 13) wurden einem Kaninchen von 2000 yg 
Gewicht unmittelbar nach Blasenkatheterismus 2 ccm einer 0,24 ° igen 
Phlorrhizinlésung intravenés verabfolgt und im Abstand von | Stunde 
zweimal die Blase entleert. Dabei wurde gleichzeitig mit dem spurweisen 
Auftreten von Zucker im Urin eine Senkung der Diastase beobachtet 
die auch nach dem Wiederverschwinden des Zuckers noch nicht véllig 
nachlieB. 

Um eine starkere Zuckerausscheidung zu erzielen, wandten wir 
die Methode von Cremer und Ritter an, wie sie auch Lusk benutzte 
Es wurden 2 g Phlorrhizin in 40 ccm einer 1,2 °,igen Sodalésung gelést 
unter die Bauchhaut gespritzt. Durch 1 bis 3 Tage lange Griinfutter 
zufuhr waren die Tiere zu vermehrter Harnproduktion veranlaBt, so 
daB mit Sicherheit geniigende Mengen Urin den folgenden Unter 
suchungen zur Verfiigung stand. Diese betrafen dann das spezifisch 
Gewicht, die Kochsalzkonzentration, den Zuckergehalt und schlieBlich 

die Diastasemenge. 

Wahrend der erste dieser Versuche eine sofortige, voriibergehende 
geringe, von Kochsalz, spezifischem Gewicht und Zucker offenbar 
unabhangige Senkung der Diastase ergab, zeigte sich im zweiten (Pro 
tokoll 14) ein Parallelgehen mit der allerdings betrachtlichen 
Gewichtsveranderung des Urins. Die Fermentmenge stieg also. Jedoch 
erkannte man bei Betrachtung der Farbenreihe, daB es sich um eine 
nur geringe Diastasevermehrung handelt. So kann die plétzliche 
starke Einengung des Urins eine eventuelle Verminderung des Ferments 
itiberdeckt haben. 


Die beiden nachsten Versuche unter denselben Bedingungen 
ergaben eine erhebliche Diastaseherabsetzung, die von der NaCl- 
Konzentration wohl beeinfluBt ist, jedoch einen selbstandigen Verlauf 
zeigt (Protokoll 14). 

Zur Vorsicht in der Deutung dieser Ergebnisse mahnen aber die 
folgenden ebenfalls an Kaninchen angestellten Versuche (Protokoll 15) 
Zwar fehlen in diesen die Normalzahlen, doch weisen sie darauf hin, 
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daB schon die Zufuhr von viel Fliissigkeit, insbesondere auch die Zu- 
fuhr der Sodalésung, in der das Phlorrhizin gelést war, Schwankungen 
er Diastasewerte bedingt. 


Im ganzen sprechen auch die Phlorrhizinversuche trotz aller noch 
bestehenden Schwierigkeiten doch dafiir, daB die Urinzusammen- 
setzung allein nicht fiir die Diastase verantwortlich sein kann. Hoffent- 
lich werden weitere Versuche die Entscheidung bringen, ob nicht auch 
der Niere eine aktive Rolle zukommt. 


Bei der Erérterung der Frage, ob vom Blute des Diabetikers 
weniger Diastase der Niere zugefiihrt wird, beschranken wir uns vor- 
laufig auf die bisherigen Angaben in der Literatur. Es finden sich 
zahlreiche Untersuchungsergebnisse, die den Diastasegehalt des Blutes 
betreffen. Wohl widersprechen sich die Angaben. So fand Myers! 
beim Diabetes eine Erhéhung, Ghedini* fast vélliges Fehlen. Moeckel 
und Rost* geben niedrige Werte an, Fuchs und Hetenyi* fanden regel- 
maBig Erhéhungen. Strasser® konnte kein charakteristischesVerhalten der 
Blutdiastase feststellen. Auch Oppenheimer® ist der Meinung, da das 
Diabetikerblut keine prinzipiellen quantitativen Abweichungen vom 
Blute des Gesunden aufweist. Diese Tatsachen machen es heute noch 
nicht méglich, die Blutdiastase in Zusammenhang mit dem Ferment- 
mangel des diabetischen Urins zu diskutieren 


Zusammenfassung. 


Wenn man den Harn des Diabetikers unter Bedingungen untersucht, 
die fiir die Diastasewirkung optimal sind (py, Kochsalzzusatz, Pufferung), 
findet man, daB das Milieu, in welehem das Enzym sich im Diabetiker- 
harn befindet, nicht allein seine geringe Diastasewirkung erklaren kann 


Versuche am Phlorrhizintier und der Vergleich mit dem Verhalten 
bei Nephritis und bei anderen Nierenschadigungen sprechen dafiir, dab 
die verminderte Durchlassigkeit der Niere fiir die Diastase die geringe 
Diastasewirkung des diabetischen Harns zum Teil erklart. 

Auf einen abnorm geringen Diastasegehalt des Blutes laBt sich 
die relative Diastasearmut des diabetischen Harns nicht zuriickfiihren 
Uber den Enzymgehalt der Organe ist man in dieser Richtung zu wenig 
orientiert, um etwas dariiber aussagen zu kénnen 


le. 

Clin. Med. Ital. 51, 146, 1912. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 433, 1910. 
4 Diese Zeitschr. 186, 469, 1923. 

5 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 151, LILO, 1926. 
® Die Fermente 1923. 
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Protokolle. 
Protokoll 1. 


Bestimmung der Urindiastase nach Wohlgemuth unter Zusatz von Putt 

losungen (nach Sdrensen): KH,PO, und Na,HPO, in m3 Lésung. \ 

diinnung mit 1°,igem NaCl. Zusatz von S5cem 1°,iger Starkelésu 
24 Stunden Aufenthalt im Brutschrank. 





Versuch |! Versuch I! 

—_ ll PH Pu 

oom 5.59 6.47 7,17 8,34 ~~ al 6.64 7,17 7,38 8,04 
0,001 5120 — b b b b b 
0.902 2560 b b b b b b \ b t 
0.04 1280 b b h b V V r v \ 
0,008 640 b b b b \ r g r V 
0,016 320 b b b b Vv g g g rg 
0,031 169 b b v b r g g g g 
0,063 8) b v r v g g g £ g 
0,125 40 v r g r g g g g g 
0,25 20 r g g g x M4 Pg ef g 
0.5 10 g g g g g g g g g 
1,0 5 x g g v g g g u g 
Ergebn. in F. 20 40 80 40 160 640 1280 §=6.640 320 

Farbe der Réhrchen nach Zusatz von Jodlésung: 


g gelb, r rot, v violett, b blau. 


Protokoll 2. 


(In verkiirzter Form wiedergegeben.) 





) 
Unges Pu 


puffert | 647 6,64 6,81 698 7,17 | 7,38 7.73 | 8,04 


Ergebnisse { Urin I 160 320 640 640 640 640 649 640 3820 
in Einheiten | Urin I 29 160 160 160 160 160 160 160 80 


Protokoll 3. 
Bestimmung des Optimums durch quantitativen Zuckernachweis (Makro 


methode nach Bang). leem Urin + 5cem 2° ige Staérkelésung + 1 cen 
1°,ige Dextroselésung + 2eccm Pufferlésung 9ecem Fliissigkeit (unter 


Toluolschicht); davon wurden 7 cem auf Zucker untersucht. 





Aufenthalt PH 
im 
Brutschrank 7,73 7,17 6,47 
30’ Hydroxylaminverbrauch, ccm . 36,4 36,6 36,5 
eg 12,0 11,8 11,9 
Auf 9Ycem umgerechnet . . . 15,4 15,2 15,3 
1h30’ Hydroxylaminverbrauch, cem . . . 33,8 33,6 34,4 
Zucker, mg. . . era: 14,6 14,8 14,0 
Auf 9ceom umgerechnet .... . 18.8 19,0 18,0 
2630 Hydroxylaminverbrauch, cem . . . 31,7 31,0 32,8 
Zucker, mg. . . ME a Set ole 16,8 17,5 15,6 


Auf 9 cem umgerechnet 6 ae ee 21,6 22,5 20,1 
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Protokoll 4. 


Harns. 











Dasselbe; 5cem wurden auf Zucker untersucht. 
\ufenthalt Pu 
im 
Brutschrank 5,59 647 6,81 6,98 7,17 | Tee 8,34 
2h5' Hydroxylamin- 
verbrauch, com . 41,7 40.3 39,7 39,6 | 39,6 39,6 39.9 40,6) | 
Zucker, mg. ; 7.0 82 88 89; 89 89 86 801g 
Auf Scem umge- 5 
rechnet. 11,1 13,1 14,1 14,2) 14,2 142 138 128] 3 
2h45' Hydroxylamin- : 
verbrauch, ecm 40,7 38.9 38.1 38,7) 37.7: 38.1 39.0 39.410 
Zucker, mg - 7.9 95 103 97/)10,7 103 94 YOT2 
Auf Seccem umge- ‘ 
rechnet . 126 15,2 165 15.5 17.1 165 15,0 144 
4h5 Hydroxylamin- 
verbrauch, ccm 33.9 31.2 30,5 302 30,0 304 309 31.5 
Zucker, mg. —_ 14.5 17.3 18.0 183 185 18.1 17.6 17.0 
Auf 9ccem umge- 
rechnet 26.1 31.1 32.4 32.9 33.3 32.6 31.7 30.6 
Bei dem nach 4 Stunden 5 Minuten untersuchten Harn 


Anmerkung: 


waren 10 mg Dextrose jeder Probe zugesetzt. Dadurch sind die betreffenden 
Zuckerwerte mit den anderen nur unter Abzug von je 10 mg vergleichba 








In der reduzierten Form sind die Werte in die Kurve aufgenommen. 
Protokoll 5. 
Dasselbe: die Gesamtmenge wird auf Zucker untersucht 
Aufenthalt Pu 
im 
Brutschrank 5,59 6,47 6,81 6,98 7,17 7,38 7,73 834 
40’ Hydroxylamin- 
verbrauch, cem 43.5 40.5 389 38.5 38,0 38.1 384 39.4 
Zucker, mg. 54 81 95 99 104 103.100 90 
1h40' Hydroxylamin- 
verbrauch, ecm 40.7 37.6 33.2 319 309 396 32.6 35.5 
Zucker, mg. . . . 7.9 105 15.2 166 17.6 179 158 12.9 
2h30' Hydroxylamin- 
verbrauch, com . 34,7 29,2 284 27,8 26.3 27.6 28.7 27.9 
Zucker, mg. 13.7 194 203 209 226 21,1 19.9 208 
Protokoll 6. 
Dasselbe: die Gesamtmenge wird auf Zucker untersucht 
Aufenthalt PH 
im - . 
Brutschrank 5,59 6,47 6,81 6,9% 7,17 7,38 7,73 ee | 
19’ Hydroxylamin- 
verbrauch, cem 28.0 27.4 25.5 22.6 23.8 24.2 
Zucker, mg. . .. 20.7 21,3 23.5 27.0 25.5 25,0 











424 F. Schmerel : 


Protokoll 7. 


Bestimmung der Diastase nach Wohlgemuth. Phosphatpufferung 1: 
Soérensen: py 7,17. Verdiinnungsreihe mit 1°,iger NaCl-Lésung } 


gvestellt, mit 4cem 1° ,iger Starkelésung versetzt. 16 Stunden Aufenth 
im Brutschrank. 














ws my nnn dg B. EiweiBhaltige Urine von Nierenerkrankungen 
Nr. — + ——_—--—— - 
Bezeichy Einheiten || Bezeich- Diagnose apni Einheite 
nung nung Of 9. 
1 Sch. 512 Sch Nephritis My 128 
2 R 256 Lu Tb. pulm., Amyloid 11 256 
3 P. 256 R/ Akute Nephritis 2 32 
+ Sz 128 T Pyelonephritis Sp. 32 
5 Kr. 128 H Nephritis Sp. 64 
6 L 64 K Nephrosklerose l 32 
7 Kg 256 Lob Nephritis wP 128 
8 ku 256 M Tb. pulm. Sp. 256 
9 W. 32 Mi Nephritis Sp 32 
10 Sa 32 R Cholecystitis a). 128 
Durchschnitt : 192 103 
C. Diabetikerurin 
Nr. q , , 
Bezeichnung Suches Tagesmenge Urin Einheiten 
v) com 

l 0 0,2 1200 16 

2 s/ O08 1640 64 

3 K 0,8 1830 128 

4 Py 1,0 1780 32 

5 Sch 0.5 950 32 

6 Ma 1,4 1150 32 

7 Pf 3.8 2200 16 

8 M. 7,2 2800 16 

9 A 06 1650 16 

10 Pa. 0,8 1400 128 

Durchschnitt : 48 


Protokoll 8. 
Reihenuntersuchung von Urinen desselben  Diabetikers. Versuchs 
bedingungen wie Protokoll 7. 





Datum Urinmenge + Zucker nasa Acct. Binheltes 
1927 com 96 8 - 
Urin P. 
27. IIL. Tag 600 -- } 64 
Nacht 700 1 7.0 4 128 
28. III. Tag 1100 2 22.0 + 64 
Nacht 410 1 4,1 os 64 
30. III. Tag 700 0,2 1,4 + 64 
Nacht 400 O8 8.2 Sp. 64 
81. Il. Tag 700 0.5 3.5 + — 4 
Nacht 700 08 5,6 . -- 64 














Verminderte Diastasewirkung des Harns. 425 
g 


Protokoll 8 (Fortsetzung) 





‘ Zuck 
Datum Urinmenge cos Aceton Acets Einheiten 
1927 ccm Ol, g = 
Urin V 
3. 1V. 6 16 
4. IV. 128 
24. IV. 128 


Protokoll 9. 
Zusatz von Traubenzucker zum zuckerfreien Urin. Versuchsbedingunyen 
wie Protokoll 7. 





Zucker 
> Einheiten 
0 
Urin J 
Kein Traubenzuckerzusatz 128 
Traubenzuckerzusatz auf 5°... . . 5 128 


Protokoll 10. 


Zusatz von Traubenzucker zum normalen Urin. (Versuchsbedingungen 
wie Protokoll 7.) 





Einheiten 

Urin A 
Kein Traubenzuckerzusatz. ..... 64 
Traubenzuckerzusatz auf 0.2% ... 32 
- a 2a i ~<a 32 
‘ et 32 

Urin B. 
Kein Traubenzuckerzusatz. ..... 128 
Traubenzuckerzusatz auf 0.1% . . . 128 
- » . a 128 
— 2. See 64 


Protokoll 11. 
Zusatz von Traubenzucker zum zuckerfreien Diabetikerurin. (Versuchs 
bedingungen wie Protokoll 7.) 





Einheiten 

Urin ( 
Kein Traubenzuckerzusatz. . . 4,P- 64 
Traubenzuckerzusatz auf 0,1 °,, ome 32 
1 8s 32 
~~ f eee 16 

Urin D 
Kein Traubenzuckerzusatz . . -_ 16 
Traubenzuckerzusatz auf 1% se. ok 16 


os. : 16 
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Belastung eines aglykosurischen Diabetikers mit 125 g¢ Gebdack. 


F. Schmerel : 


Protokoll 12. 


(Diasta 


nachweis unter den Versuchsbedingungen wie Protokoll 7.) 





Zucker 


mm ae oan Einheiten 
ccm ‘ g 

Qh 600 a 60 39 
2 20° 160 0.4 06 ~~ 39 < 125g Geback 
2 25 210 3,0 6.3 0.74 32 

: 200 - 1,02 16 

715 580 -_ 058 8 
24 1100 1.40 8 


Protokoll 13. 


(ilykosurie beim Kaninchen nach intravendéser Injektion von 2 cem 0,2 °gige 


Phlorrhizinlésung. 


Urinentnahme durch Katheterismus nach | und 2 Stw 





den. (Diastasenachweis unter Versuchsbedingungen wie Protokoll 7.) 
Zeit _ 

Zei _ TrommersProbe Spez. Gewicht Einheiten 
Std com 

lo, c ) 28 

Vorher 9 1016 12 < Phlorrhizin- 
1 4 L 1018 t injektion 
2 25 pa 1016 64 


Protokoll 14. 


Phlorrhizinglykosurie beim Kaninchen nach subkutaner Injektion von 2 


Phlorrhizin, in 40 cen 


1 1,2 °.iger 


Sodalésung geldst. 


unter Versuchsbedingungen wie Protokoll 


(Diastasenachweis 





Zeit Urin 


Std. ccm 


Kaninchen Nr. 12. 


Spez 


Gewicht 


2000 g. 


NaCl 


0 


Zucker 


g 


Einheiten 


Vorher reichlich Grinfutter angeboten. 


2 165 1016 0,49 - 64 . 
2 100 1021 0.40 0.6 os | a “Gaee 
5 90 1025 0,28 1.6 1.4 64 
16 390 1022 0,22 0.7 2,7 64 
Kaninchen Nr.13. 2109g. Vorher mabig Grinfutter angeboten. 
2 110 1014 0,40 a 
4\), 60 1034 0,32 14 0.9 128 ~ “\ajktion 
ig 50 1025 0,30 1.4 0.7 64 
16 410 1018 0,34 1,0 41 64 
Kaninchen Nr. 1. 2300 ¢. 
16 350 2,15 . 256 _ » ; 
2 60 0,35 0.8 0.5 a = ; 
2 40 0,20 1.8 0.7 32 
2 50 0,76 1,6 0,8 32 
1 30 0.41 2,2 0,7 16 
16 300 0,35 0.6 O8 32 
(45') 15 1.03 ~ 128 
(35') 25 0,29 . — 16 
4 90 0,32 — 32 
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Protokoll 14 (Fortsetzung) 
. Zuck 
Zeit rn a. NaCl ucker Finheiten 
Std. ecm ‘ g 
Kaninchen Nr.4. 2100¢ 
16 300 1,75 256 Phiorsh 
2 70 0.60 OS 0.6 64 ra pa oy 
1 30 0,35 0.8 0,2 64 
l 40 0.25 20 OS 64 
2 40 0,32 3,2 13 32 
1 40 0,64 1,1 0.4 16 
(30') 40 041 O08 03 8 
16 280 0A4l 04 1.1 32 
l 60 0.44 32 
(30°) 85 0.38 — 32 
3 190 0,20 = 16 


Protokoll 15. 


Drei Kontrollinjektionen von: A. 40 cem 0,85 °,iger Na Cl-Lésung, B. 40cem 


» 





|,.2°,iger Na,CO,-Lésung, C. 40 cem ,.2°,iger Na,C O,-Lésung 2g 
Phlorrhizin. (Diastasebestimmungen unter Versuchsbedingungen wie 
Protokoll 7.) 
Zeit Urin NaCl aounenand Einheiten 
Std com g 
*® <— Injektion 
3 9) 0.21 64 
4 140 0.44 32 
16 300 0,35 16 
2 70 0,41 16 
3 69 0.91 64 
B. <— Injektion 
2 8) 0,23 — 64 
3 120 0.15 32 
17 280 0,26 32 
1 40 0,32 _- 16 
3 80 0.59 64 
U. < Injektion 
l BO 0.29 0.4 02 32 
4 130 0,26 0.9 1,2 16 
17 310 0,35 1,6 5,9 16 
2 70 0.41 1b 
3 190 0.47 64 





Zur Frage der Veraschung von biologischem Material. 


Ve ym 
Hl. Rossenbeek. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 5. Mdrz 1929.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Fiir die quantitative Bestimmung anorganischer Ionen in biologi 
schem Material steht uns erst eine geringe Anzahl von Methoden zur 
Verfiigung, die es gestatten, die in Frage kommenden Fillungsreaktionen 
ohne besondere vorbereitende MaBnahmen direkt in dem zu unter 
suchenden Material vorzunehmen. Das ist iiberhaupt nur méglich 
wenn es sich um lésliche oder geldste Substanzen handelt. Aber auch 
hier machen sich gelegentlich unter Bedingungen, auf die an anderet 
Stelle eingegangen werden wird, stérende Einfliisse von seiten der 
organischen Beimengungen bemerkbar, die dazu fiihren, daB Vergleichs 
analysen im unveraschten und im veraschten Material nicht zu Werten 
fiihren, die innerhalb der Fehlergrenzen der angewandten Methode 
iibereinstimmen. Gianzlich unméglich wird natiirlich ein solches Vor- 
gehen, wenn es sich um Organanalysen handelt oder um solches Material! 
das durch die Natur seiner organischen Beimengungen von vornherein 
die direkte Vornahme der Fallungsreaktionen ausschlieBt. In diesen 
Fallen, sowie iiberall da, wo uns an der Gewinnung reiner Niederschlage 
gelegen ist, die nicht durch adsorptive Bindung von Fallungsreagens 
an die mitausfallenden organischen Substanzen héhere Werte vor- 
tauschen, bleibt kein anderes Mittel, als das zur Untersuchung kommende 
Material vorher zu veraschen. Um das zu erreichen, steht eine Anzah] 
Methoden zur Verfiigung, deren gemeinsames Prinzip die kombinierte 
Zufuhr von Warme und Sauerstoff ist. Dabei besteht die Méglichkeit. 
die Wirme entweder der zu veraschenden Substanz direkt zuzufiihren 
oder aber mit Hilfe eines fliissigen Mediums, das entweder einen méglichst 
hohen Siedepunkt hat oder die Sauerstoffiibertragung erleichtert 
Demzufolge gliedern sich die bekannten Veraschungsmethoden in 
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rockene** und ,feuchte’. Obschon die meist alteren trockenen 
\eraschungsmethoden im Prinzip sicherlich die dem Ideal am nachsten 
kommenden sind, weil sie ohne Hinzufiigung eines neuen Stoffes die 
Oxydation ausschlieBlich durch den Sauerstoff der Luft bewirken, 
oder — bei Verwendung eines Verbrennungsrohres —— durch eine kiinst- 
lich erzeugte Sauerstoffatmosphare, so leiden sie doch mehr oder weniger 
le an dem Ubelstand, daB sie nur fiir die Bestimmung einer be- 
schrankten Anzahl von Ionen brauchbar sind, wahrend andere lonen 
dabei entweder fliichtig werden oder aber nur durch solche besonderen 
Zusitze in die Asche mit eingehen, die wiederum die Bestimmung 
anderer Ionen ausschlieBen. Unter den feuchten Veraschungen hat dic 
seit etwa 25 Jahren bekannte Methode von Neumann den unbestreit- 
hacen Vorzug, daB sie schnell und vollstandig arbeitet und relativ wenig 
Uberwachung verlangt. Zumal in der von Spiro angegebenen Modi 
fikation kommt man, ohne das Fliissigkeitsvolumen unliebsam ver 
mehren zu miissen, innerhalb sehr kurzer Zeit zu vollkommen klaren 
Aschenlisungen. Wenn diese Methode trotz ihres unzweifelhaften 
Vorrangs. der ihr wegen der relativ einfachen und exakten Arbeitsweise 
gebiihrt, in neuerer Zeit fiir die hier in Frage kommenden Zwecke durch 
andere Methoden ersetzt worden ist. so hangt das sicherlich mit dem 
immer mehr an Bedeutung gewinnenden Bestreben zusammen, in der 
gleichen Aschenlisung méglichst viele lonen nebeneinander quantitatiy 
zu bestimmen. Hier macht sich nun die Schwierigkeit bemerkbar 
die iiberschiissige Schwefelsiure quantitativ zu entfernen, sodann 
bilden die an sich sehr bestandigen Sulfate gerade fiir die Zwecke der 
Mikrochemie nicht immer gerade die giinstigste Ausgangsform, so dal 
umstindliche und zeitraubende Umwandlungsreaktionen eingeschaltet 
werden miissen, bevor man an (lie eigentliche Aschenanalyse heran- 
gehen kann. 

Die leichte Entfernbarkeit des im UberschuB angewandten Ver 
aschungsreagens sowie die fiir die Sauerstoffiibertragung besonders 
giinstigen Verhiltnisse diirften die Griinde gewesen sein, die dem 
Ausbau der Veraschungsmethoden. die ausschlieBlich mit Salpetersaure 
arbeiten, in neuester Zeit ein standig wachsendes Interesse eingetragen 
haben. Neben den erwahnten Vorziigen hat das ausschlieBliche Arbeiten 
mit Salpetersiure den Vorteil, daB — richtiges Arbeiten vorausgesetzt 
dabei fast nie eine Verkohlung eintritt, die den weiteren Fortgang der 
Veraschung ernstlich stért. Selbst wenn eine voriibergehende Ver 
kohlung eintritt, so zeigt sich doch, daB diese ..nitrierte’’ Kohle sich 
auf weiteren Zusatz von Salpetersiure beim Erwirmen wieder lést wnd 
damit dem weiteren Angriff durch das Oxydationsmittel unter giinsti- 
geren Bedingungen ausgesetzt ist, als das z. B. bei einer Veraschung 
ausschlieBlich mit Schwefelsiure der Fall ist. Hier entstehen bei der 
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Verkohlung derart stabile Zwischenprodukte, dab zu deren weite: 
Zerstorung die Oxydationskraft der Sehwefelsiure allein nicht me} 
ausreicht, so dab man einen Katalysator zu Hilfe nehmen muB, dess«; 
Zufuhr wiederum eine unliebsame Verunreinigung der Aschenlésuny 
bedeutet. Die Veraschung mit Salpetersiure allein leidet an dem Ube! 
stand, dal} bei der Zertriimmerung der organischen Substanzen Zwische: 
produkte entstehen wahrscheinlich diirften die Fette hier besonde: 
in Betracht kommen —, die zwar im siedenden Veraschungsreagen: 
léslich sind, deren Oxydationspunkt aber wesentlich héher liegt als 
die Verdampfungstemperatur der Salpetersiiure. So wird unter diesen 
Umstinden von einem bestimmten Stadium ab der Veraschungs 
prozeB .,stationir’’, d.h. die jeweils zugefiihrte Salpetersiure wir« 
bei weiterer Warmezufuhr abgeraucht, ohne daB die Veraschung de: 
noch nicht zerstérten organischen Substanzen nennenswerte Fort 
schritte macht Der Versuch, durch energischere Warmezufuhr di: 
Veraschung weiter zu treiben, fiihrt hier fast regelmaBig zu einer En/ 
ziindung des Kolbeninhalts, die was wir im Gegensatz zu Cronheim 
Pincussen betonen méchten meistens mit Verlusten verkniipft ist 
jedenfalls nicht zu reproduzierbaren Werten fiihrt. Um diesem Ubel 
stand zu begegnen, wurde der Zusatz von Perhydrol zu der stark 
eingeengten salpetersauren Lésung empfohlen. Hiermit war in der 
Tat ein Mittel gewonnen, das es erméglicht, zu vollkommen klaren 
Aschenlésungen zu gelangen, ohne daB man der Gefahr einer Ent- 
zindung der Aschenlésung ausgesetzt ist, vorausgesetzt, daB man 
entsprechend vorsichtig arbeitet und bereits neue Salpetersadure 
zusetzt, bevor die in der Ascheniésung vorhandene vollkommen 
abgeraucht ist. An im allgemeinen fettarmem Material wie Serum. 
Harn usw. hat sich diese Methode ganz ausgezeichnet bewahrt. Ent- 
halt aber das zu veraschende Material irgendwie nennenswerte Mengen 
Kohlehydrate oder Fett, wie wir es in den meisten Organen in 
wechselnder Menge vorfinden, so erwachsen der vollstdndigen Veraschung 
eine soleche mubB, wenn wir uns schon tiberhaupt dieses Hilfsmittels 
bedienen, stets unser Ziel sein ——- nicht unbetrachtliche Schwierigkeiten 
Vor allem reicht dann nach unseren eigenen Erfahrungen der zwei- 
malige Zusatz von zunichst 2, spiter nochmals 5cem Perhydrol 
wie von Cronheim angegeben niemals aus, um zu einer kompletten 
Veraschung zu gelangen. Vielmehr erweist es sich in diesem Falle als 
vorteilhafter, lieber hiufiger, dafiir aber kleinere Mengen Perhydrol 
etwa in der Menge von '. bis | eem — zuzusetzen und auf diese Weise 
im tibrigen in dem von Cronheim angegebenen Wechselspiel die 


Veraschung zu beenden. Allerdings reichen dann, wenn man von 5g 
Organ als Ausgangssubstanz ausgeht — eine solche Menge bendtigt man 
mindestens, wenn man eine gréBere Anzahl Ionen in der gleichen Aschen- 
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ung bestimmen will —, 5cem Perhydrol niemals aus, um das Ziel] 
ener kompletten Veraschung ohne Entziindung und damit ohne Sub 
stanzverlust zu erreichen. Wir konnten an Hand zahlreicher Organ 

raschungen feststellen, daB man dazu selten unter 8 bis 10 cem 
Perhydrol, bei Organen mit reichlichem Fett- oder Kohlehvdratgehalt 
Leber, Gehirn sogar noch mehr bendtigt. 

Hier sind nun, wie eigene Untersuchungen ergaben,. der Veraschung 
mit Perhydrol gewisse Grenzen gesetzt. Wie zuerst durch Tschopp in 
inserem Institut festgestellt wurde, enthalten fast simtliche kiuflichen 
Perhydrolpraparate wechselnde Mengen von Natrium, Kalium, Chlor 
uBerdem einige auch Kieselsiure. Diese Verunreinigungen diirften 
zum Teil dem technischen Herstellungsgang, zum Teil den zur Haltbar 
machung des Perhydrols zugesetzten Konservierungsmitteln zuzu 
schreiben sein. Die von uns in Gemeinschaft mit 7'schopp festgestellten 
Zahlen fiir Na und K bewegen sich in der GréBenordnung zwischen 
5und 10 mg-°,. Der EinfluB, den die Veraschung mit Perhydrol unter 
diesen Umstanden auf die Ergebnisse der lonenanalyse nehmen kann 
mag durch folgende Beispiele beleuchtet werden 

Angenommen, wir veraschen 5g Gehirn mit einem Na-Gehalt 
von rund 50 mg-°,, (Rumpf und Dennstedt), so miissen wir in unserer 
Aschenlésung die absolute Menge von 2,5 mg Na finden. Verbrauchen 
wir nun fiir die Veraschung von 5 g Gehirn 8 ccm Perhydrol (in einzeinen 
Portionen von je | ccm zugesetzt), so fiigen wir unter Annahme des 
Mindestprozentgehalts an Na von 5 mg-°,, insgesamt 0.4 mg Na hinzu, 
das sind rund 16°, derjenigen Menge, die uns die Organanalyse fiir sich 
allein liefern sollte. Unter der Voraussetzung, daB man das Perhydrol 
aus einer Biirette hat zulaufen lassen, ]a4Bt sich der bei Einzelabmessungen 
mit der Pipette ins Gewicht fallende Abmessungsfehler praktisch aus 
schalten. Es 1aBt sich also nach voraufgegangener Analyse des Per- 
hydrols der durch seinen Zusatz bedingte Fehler in Rechnung stellen 
Tut man das nicht, so findet man einen im gewahlten Beispiel 
um 16°,, héheren Na-Wert, als dem tatsichlichen Na-Gehalt des ver- 
aschten Organs entspricht, und damit erhebt sich natiirlich sofort die 
Frage: Fallt der gefundene Na-Wert noch in den Bereich der physiologi- 
schen Schwankungsbreite oder aber haben wir es bereits mit einer 
Verschiebung im Na-Gehalt des untersuchten Organs zu tun’ Beim 
Kalium wird sich im vorliegenden Beispiel der durch den Zusatz des 
Perhydrols bedingte Fehler kaum oder praktisch nicht bemerkbar 
machen, da hier der durch den Zusatz des Perhydrols bedingte Fehler 
mit in die Fehlerquelle der Kaliumbestimmung eingeht Nehmen 
wir in Anlehnung an die Tabelle von Rump/ und Dennstedt fiir 
das Gehirn einen Kaliumgehalt von rund 250 mg-°,, K an, so miibten 
wir in der Aschenlésung die Gesamtmenge von 12.5 mg K wiederfinden 
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Haben wir jetzt unter Annahme einer Verunreinigung des 
hydrols mit Kalium in einer Héhe von 5 mg-°,, ebenfalls 8 con 
Perhydrol zugesetzt, so haben wir zu der durch das Organ geliefert 
Gesamtmenge von 12,45mg K noch 04mg K _ hinzugefiigt, das is; 
ungefahr der 30. Teil der Gesamtmenge oder rund 3°. Schwankunge; 
um 3°, in dem Gehalt eines bestimmten Ions wird man aber wo! 
kaum geneigt sein, als pathognostisch irgendwie bedeutungsvoll 
betrachten. 

Bei der Veraschung von Serum werden sich die Folgen der Ve 
unreinigungen des Perhydrols mit anorganischen Ionen nicht in » 
bedeutsamer Weise bemerkbar machen, wie in dem oben besprochene; 
Organbeispiel, wenigstens nicht beim Na. Zur Veraschung von 5 cen 
Serum wird man bei einiger Ubung mit 4 bis 5cem Perhydrol aus. 
kommen. Unter Annahme eines Serum-Na-Wertes von 330 mg-' 
enthalten unsere 5cem Serum die absolute Menge von 16.5 mg Na 
dazu kommen durch die Veraschung mit 5 cem Perhydrol 0.25 mg Na 
das ist 1,5°,, der erwarteten Gesamtmenge. Auch hier fallt der durch 
die Veraschung mit Perhydrol verursachte Fehler durchaus in di 
Fehlergrenze der Bestimmungsmethode. Anders liegen die Dinge beim 
Kalium. Unter Annahme eines Serum-K-Wertes von 20 mg-°,, ent 
halten unsere 5cem Serum die absolute Menge von 1,0 mg K. Durch 
die Veraschung mit 5cem Perhydrol fiigen wir 0.25 mg K hinzu, das 
sind 25°, (!) mehr als wir erwarten. . 


Die angefiihrten Beispiele, deren Zahl sich natiirlich leicht noch 
in beliebiger Menge vermehren lieBe, mégen geniigen, um die un 
bedingte Notwendigkeit zu begriinden, beim Arbeiten mit Per 
hydrol zunichst einmal dieses selbst auf seinen Gehalt an an 
organischen lonen zu _ priifen und die gefundenen Fehlerprozente 
in Rechnung zu stellen, da man sonst Gefahr lauft, aus seinen 
Analysen biologische SchluBfolgerungen zu ziehen, die auf einem 
experimentellen Irrtum beruhen. 


Unsere wiederholten Bemiihungen, ein von anorganischen Ionen 
vollkommen freies Perhydrolpraparat zu erhalten, sind bisher leider 
nicht von Erfolg gewesen. Aber selbst wenn, wie das von einigen 
Fabriken geschieht, das Perhydrol mit Acetanilid (oder einer anderen, 
von anorganischen lonen freien Substanz) konserviert wird, so ist auch 
hier — im Falle des Acetanilids oder z. B. auch beim Harnstoff —- noch 
Obacht geboten, da je nach der Bestimmungsmethode, mit der man 
arbeitet — das bei der Veraschung aus diesen Substanzen frei werdende 
NH,, das als Ammoniumnitrat sich in der Aschenfliissigkeit wieder- 
findet, beriicksichtigt bzw. vor Anstellung der in Frage kommenden 
Fallungsreaktion entfernt werden muB. 
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Pey Wenn nun auch eine Anzahl anderer Bestimmungsmethoden es 
Peon sei hier nur an die Arsenbestimmungsmethoden erinnert — es not- 
rte vendig macht, in einem Sonderversuch den ,, Blindwert** der Reagenzien 
B ist u bestimmen, so befallt den Analytiker bei dieser Notwendigkeit doch 
nee! mmer ein gewisses Gefiihl des Unbehagens, da er sich bewuBt ist. 
wol ilaB die unvermeidbaren Fehlerprozente des Haupt- und Nebenversuchs 
| sich addieren und somit den klaren Einblick in die tatsachlichen quan- 

titativen Verhaltnisse der in Betracht gezogenen 
Ver lonenart erschweren. Als besonders unangenehmer 

‘ Umstand macht sich dabei die Tatsache bemerk- a 
ner bar, dab, wie Tschopp in unserem Laboratorium Tl 
en feststellte, selbst die aus der gleichen Fabrik be- a | 
us. zogenen Priiparate beziiglich ihres Gehalts an an- a \ 

organischen Ionen keine konstante Zusammen- / } 
in setzung aufweisen, so dab man jedesmal neue \ ) I 
Va Blindbestimmungen machen mub. ae = 
ch Die angefiihrten Schwierigkeiten fihrten zur | \ = 
Lic Ausarbeitung einer Veraschungsmethode, die sich e'= |) 
nm die Vorteile der Oxydation mit Salpetersaure 
it zunutze macht und dabei die durch Hinzufiigung > 
*h von Perhydrol verursachten Analysenfehler ver- te 
as meidet, zugleich aber auch, um den bei anderen |= 





Methoden standig drohenden Substanzverlust aus- 
h zuschalten, mit einem geschlossenen S ystem arbeitet. 
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Beschreibung der Apparatur 


[vgl. nebenstehende Abbildung)}. \ 


Ein Kolben von etwa 60cem Inhalt ist durch 
einen Schliff mit einem Schiangenkiihler verbunden. = 
Am oberen Ende ist der Schlangenkiihler durch 
einen zweiten Schliff mit einem nach abwarts ge- 
bogenen Rohre (eine Art Destillationsrohr) ver- 
bunden, das an seinem abwiarts gebogenen Schenkel 





an der Grenze zwischen oberem und mittlerem Drittel 
eine Kugel tragt, wahrend in den vom Schlangen- 
kiihler heraufkommenden Schenkel ein Hahntrichter 
eingelassen ist. Der Kolben wird zweckmaéBig aus Pyrer- oder 
Duranglas hergestellt, einmal wegen der bei diesen Glassorten minimalen 
Gefahr der Alkaliabgabe, zum anderen, weil wiederholte Versuche mit 
gewohnlichem Jenenser Gerateglas ergaben, dai diese Glassorte derartigen 
Temperatursteigerungen und -schwankungen, wie sie im Arbeitsgang 
dieser Veraschungsmethode dauernd miteinander abwechseln, nicht ge- 
wachsen ist. Um fiir eine gréBere Anzahl Kolben den_ gleichen 
RiickfluBkiihler verwenden zu kénnen, empfiehlt es sich, den AnschluB 
zwischen Kolben und Kiihler durch Normalschliff zu bewerkstelligen. 
Die Schliffe (Trockenschliffe) miissen so sorgfaltig gearbeitet sein, 


Abb. 1 


Biochemische Zeitschrift Band 208. IR 
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dal sie ein mehrstiindiges Vakuum unverdndert halten, d.h. abs: 


dicht fiir gasférmige Bestandteile sind '. a 
m 

(Giang der Veraschung. - 

a) Vorbereitung der Substanz. Ine 

Bevor man an die eigentliche Veraschung herangeht, muB di AU 
quantitativ abgewogene Substanz oder abgemessene Fliissigkeit mehrer = 
Stunden im Trockenschrank zunichst bei 70 bis 80°, spiter bi ” 
115° getrocknet werden, damit sie aus weiter unten erérterte) = 
Griinden moglichst vollkommen wasserfrei ist. Diese Eintrocknung “ 
nimmt man zweckmabig in dem fiir die Veraschung bestimmten Kolben de 
selbst vor. Uns hat sich bei der Vortrocknung der Organe und Fliissig Bi 
keiten folgendes, sich an das erste Stadium der Sfolte-Veraschung an be 
lehnende Verfahren auBerordentlich gut bewahrt. Man stellt den - 
Kolben, oder bei Serienbestimmungen gleichzeitig sechs bis acht Kolben ~ 
in schrager Lage -- wie bei der Ajeldahl-Veraschung in einen der V 
GréBe des Kolbens entsprechenden Porzellantiegel, auf dessen Boden d 
sich eine Anzahl Porzellanscherben befinden, derart, daB der Kolben = 
nirgends weder den Boden noch die Wandung des Tiegels direkt beriihrt k 
Die Eintrocknung der Substanz speziell bei eiweiBhaltiger, wis , 
Serum, EiweiBharn, Galle geschieht am besten tiber einer Mikro h 
flamme, die unter Zuhilfenahme eines Gasdruckregulators gespeist wird , 
Es kommt naimlich bei der Vortrocknung darauf an, daB die Temperatur . 
solange noch nennenswerte Fliissigkeitsmengen sich im Kolben be : 
rho. 

' Das gute Funktionieren der Apparatur hangt weitgehend von den 


Kinklang einer gréBeren Anzahl von Faktoren ab, die in miihevoller Vor 
arbeit einzeln durehgepriift werden muBten, bis das ,,Optimum jedes 
einzelnen Faktors festgelegt war; es seien hier nur hervorgehoben: Inhalt 
des Veraschungskolbens, Lange des Kolbenhalses, Zahl und Anordnung 
der Kiihlschlangen, Weite des zur Herstellung der Kiihlschlangen ver 
wendeten Rohres usw. Die Apparatur wird auf Grund unserer Erfahrungen 
hergestellt von Herrn O. EF. Kobe, Marburg a. d. Lahn. Neuerdings, nachdem 
wir jetzt die Apparatur seit tiber ein Jahr benutzen, hat sich gezeigt, 
daB nach einer gréBeren Zahl von Veraschungen schwer veraschbarer 
Organe auch die Pyrex-, Duran- oder Resistaglaskolben offenbar einer Art 
EntglasungsprozeB anheimfallen, wodurch es gelegentlich auch bei 
sorgfaltigstem Arbeiten zu einem Zerspringen der Kolben am Schlufi 
des Veraschungsprozesses kommt. Wir sind deshalb in neuester Zeit dazu 
iibergegangen, fiir Organveraschungen — sofern die Menge der Ausgangs- 
substanz tiber 2g betragt nur noch ausschlieBlich Quarzkolben zu ver- 
wenden, wiaihrend wir fiir die Veraschung leichter oxydabler Substanzen, 
wie Serum, Trichloressigséurefiltrate usw. nach wie vor Kolben aus Pyrex-, 
Duran- oder Resistaglas mit befriedigendem Erfolg verwenden. Seit Ver- 
wendung der Quarzkolben haben wir auch bei schwerst veraschbaren 
Organen keine MiBerfolge mehr zu verzeichnen gehabt. 
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inden, absolut konstant gehalten wird, da schon eine ganz geringfiigige 
(emperaturerhéhung, wie sie durch die wiederholten Tagesschwankungen 
m Gasnetz bedingt werden, geniigen, um die noch fliissige Substanz 
n lebhaftes Schiumen zu versetzen, was, wenn der Schaum bis in den 
Kolbenhals hinaufsteigt, unweigerlich zu  Substanzverlusten fihrt 
\us dem gleichen Grunde ist es auch notwendig, die Eintrocknung 
wahrend der ersten halben Stunde zu iiberwachen, wobei man darauf zu 
whten hat, daB die eine Glasperle aus Pyrexglas enthaltende Fliissigkeit 
nur so langsam siedet, daB sich regelmaBig kleine Wasserdampfblasen 
aus der Oberflache der Fliissigkeit entbinden. Tritt Siedeverzug ein, 
dann empfiehlt es sich, die Wairmezufuhr um einen ganz geringen 
Bruchteil zu steigern. Sobald das regelmaBige Sieden in der oben 
beschriebenen Form eingesetzt bat, kann man die Substanz getrost 
sich selbst tiberlassen. Sollte, nach vélligem Abrauchen des Wassers. 
wozu im allgemeinen 2 bis 3 Stunden erforderlich sind, eine partielle 
Verkohlung der Substanz eintreten, so ist das fiir den weiteren Fortgang 
der Veraschung eher niitzlich als schidlich. Ein Fliichtigwerden an- 
organischer lonen, wie es speziell fiir Na und K zu befiirchten sein 
koénnte, kommt, wenn man unter den angegebenen Bedingungen arbeitet, 
nicht in Betracht, da die Temperatur im unteren Drittel des Kolben- 
halses waihrend der ganzen Dauer der Vortrocknung 75° nicht tiber- 
schreitet, was durch wiederholte Temperaturmessungen kontrolliert 
wurde. AuBerdem kondensieren sich bei diesem Vorgehen etwa gegen 
SchluB der Eintrocknung fliichtig werdende Fettsiuren wieder im 
Kolbenhals und flieBen wieder, soweit sie nicht im Kolbenhals haften 
bleiben, in den Kolben zuriick. Als besonders giinstig fiir die Kon- 
densation fliichtiger Bestandteile hat sich uns die Anlehnung des Kolben- 
halses an eine Metallplatte bewahrt, die die Warme gut ableitet (z. B 
Kupfer, Messing). Hier konnten wir wiederholt beobachten, dab die 
obere Grenze der Kondensation scharf mit der Linie abschneidet, in 
der der Kolbenhals die Metallplatte beriihrte 


b) Veraschung. 


Bevor man nun zur eigentlichen Veraschung der Substanz selbst 
schreitet, ist es notwendig, den Kolben vollkommen auf Zimmer- 
temperatur abkiihlen zu lassen, was sich, da es sich um Pyrexglas 
handelt, dadurch beschleunigen laBt, daB man den Kolben bis dicht 
unterhalb des Schliffes fiir einige Minuten in flieBendes Wasser hiilt, 
nachdem man ihn zuvor fiir einige Minuten in einen anderen, nicht 
erhitzten Porzellantiegel gestellt hat. Die vollkommene Abkihlung 
des Kolbens ist notwendig, weil bei AnschluB des noch warmen Kolben- 
halses an den unteren Schliff des RiickfluBkihlers die Verbindung 
so fest wird, daB man den Kolbenhals spater, nach Beendigung der 


In* 
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Veraschung, mit Hilfe der Flamme ,.lostauen** muB, wobei der Kolbe» 
hals gelegentlich springt. AuBerdem wiirde beim Einfiillen der rauch« 
den Salpetersaure (Merck, pro analysi!) in den noch warmen Kolbe 
sofort eine derart lebhafte Oxydation einsetzen, dab es zu einer Ent 
ziindung des Kolbeninhalts oder zum Uberschiumen und damit 7» 
unkrontrollierbaren Substanzverlusten kommen wiirde. Diese Méglic! 
keit vermeidet man, indem man den auf Zimmertemperatur al) 
gekiihiten Kolben zunachst an den RiickfluBkiihler anschlieBt uni 
dann erst die Salpetersaure durch den am Destillationsrohr angebrachte; 
Hahntrichter einfiillt. Das AnschlieBen des Kolbenhalses an den Kiihle: 
erfolgt am besten unter sanftem Druck nach oben mit einer Art 
Schraubenbewegung. damit er fiir die Dauer der Veraschung an den 
RiickfluBkiihler hangen bleibt und nicht bei der spiiter einsetzenden 
Erwarmung herunterfallt. Die Wiarmezufuhr zum Kolben erfolgt mit 
Hilfe eines Babotrichters, dessen eiserne Bodenplatte zweckmabig 
durch eine der GréBe und Form des Kolbens entsprechende Schale 
aus Duranglas ersetzt wird. Diese Art der Warmezufuhr hat sich als 
praktisch und notwendig erwiesen, da bei schwer veraschbaren Sub 
stanzen Haare, Gallensteine — die ausschlieBliche Erwarmung des 
Kolbenbodens durch eine ebene Platte nicht ausreicht. Die Duranglas. 
schale soll am besten die Form des Kolbens nachahmen. jedoch um 
so viel gréBer sein, daB zwischen Kolbenboden und Glasschale iiberal! 
ein Luftmantel von etwa 1!. bis 2mm Breite bleibt. Der Kolben 
darf die Glasschale nirgends beriihren, da dadurch einmal bei spaterem 
stirkerem Erhitzen die Gefahr eines Zerspringens heraufbeschworen 
wiirde, zum anderen, weil durch die Wiarmeausdehnung des auf dem 
Boden der Glasschale aufstehenden Kolbens der Schliff des Kolben 
halses so fest auf den RiickfluBkihler aufgepreBt werden wiirde, da 
die oben bereits geschilderte Gefahr der Zertriimmerung des Kolben- 
schliffes beim Abnehmen nach SchluB der Veraschung drohen wiirde 
Bevor man die Salpetersiure einfiillt, empfiehlt es sich, nach 
Inbetriebsetzung des Wasserkiihlers den Kolben mit kleiner Flamme 
vorsichtig zu erhitzen, dann einige Minuten zu warten, bis die Ab 
ktthlung nach Entfernung der Flamme beginnt. Durch den 
jetzt bei der Abkiihlung entstehenden negativen Druck im Innern des 
Kolbens wird die Salpetersiure durch die Schlange hinunter in den 
Kolben gesaugt, was man durch Eintauchen des Kolbens nach 
Einfiillen der Salpetersaure durch den am Destillationsrohr angebrachten 
Trichter —- in kaltes Wasser noch beschleunigen kann. Bei den an 
gegebenen GréBenverhaltnissen der Apparatur geniigen fiir die Ver- 
aschung von 5 bis 6 g Organ bzw. von 5 bis 6cem Ausgangsfliissigkeit 
8 bis 10 ccm rauchender Salpetersiure, um das vorgelegte Material 


komplett zu veraschen. 
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Vor dem Einfiillen der Salpetersaure in den RiickfluBkihler 
schickt man ein VorlagegefaB mit etwa 5 bis Scem destillierten 
\Wassers, schlieBt das VorlagegefaB mit Hilfe einer durchlécherten 
Uhrschale und 1laBt das untere Ende des Destillationsrohres héchstens 
» bis 3mm in die Vorlagefliissigkeit eintauchen. Keinesfalls darf das 
untere Ende des Destillationsrohres fest auf dem Boden des Vorlage- 
vefaBes aufstehen 
Die Veraschung selbst beginnt damit, daB man nach sorgfaltigem 
SchlieBen des Hahnes am Einfiilltrichter den durch die Duranglas- 
schale vor der direkten Beriihrung mit der Flamme geschiitzten Kolben 
zunichst mit ganz kleiner Flamme erwirmt. Es beginnt sofort eine 
lebhafte Entwicklung von nitrosen Dampfen aus der salpetersauren 
Lisung. Die Diaimpfe steigen durch die Kiihlschlange nach oben und 
gelangen in die Vorlage, wo sie sich teils in dem Wasser wieder lésen, 
teils, soweit sie nicht in Wasser léslich sind, durch das Wasser der 
Vorlage hindurchperlen und ins Freie gelangen. Sollte jetzt schon 
ein lebhaftes Schiumen des Kolbeninhalts einsetzen, so mul man 
entweder die Wirmezufuhr maBigen, oder aber es ist, falls das letztere 
nicht zu einem ruhigen, gleichmaBigen Sieden der Lésung fiihrt, damit 
der Beweis geliefert, daB die Substanz nicht geniigend vorgetrocknet 
war, also noch betrachtliche Mengen Wasser enthilt. In diesem Falle 
hat es keinen Zweck, die Veraschung fortzusetzen, da dann im weiteren 
Verlauf der Veraschung aus weiter unten zu erérternden Griinden der 
Kolben unweigerlich springt. Legt man nun bei der beabsichtigten 


Veraschung keinen Wert auf fliichtige Lonen Cl, As —, so kann 
man in diesem Stadium die Veraschung nochmals unterbrechen, die 
Salpetersaure vorsichtig nach Art der Vortrocknung auf ganz 


kleiner Flamme auf etwa 2 bis 3 cem einengen, dann den Kolben wieder 
anschlieBen und die abgerauchte Salpetersiure — wie oben angegeben 
nach WiederanschluB des Kolbens an den Kiihler von oben her einfiillen. 
Ist nun der Kolbeninhalt in ruhiges, gleichmabiges Siedem geraten, 
so steigert man langsam die Warmezufuhr. Jetzt beginnt die Salpeter- 
siure lebhafter zu verdampfen, kondensiert sich aber bei ausreichender 
Kiihlung sofort wieder im untersten Teile der Kiihlschlange. Hat 
sich in der Kiihlschlange so viel kondensierte Salpetersiure angesammelt, 
daB durch einen dicken Tropfen das Lumen verschlossen wird, so 
steigert man nach und nach die Warmezufuhr. Dabei sammelt sich 
immer mehr Salpetersdure in der Kiihlschlange an, gleichzeitig wird 
der sich stark einengende Kolbeninhalt dunkelbraun. Wenn fast alle 
Salpetersaéure abgeraucht bzw. in die Kiihlschlange hinaufgetrieben ist 
beginnt die Substanz im Kolben zu schiumen, zunachst grobblasig. 
dann immer feinblasiger, bis sich schlieBlich ein rahmartiger Schaum 
bildet. Von diesem Moment an ist Vorsicht geboten. Steigert man 
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jetzt die Warmezufuhr zu energisch, so kommt der Kolbeninhalt z her 
Entziindung und es kann passieren, daB durch die stiirmische Ga Vo 
entwicklung infolge der mit offener Flamme einsetzenden Oxydatic); ein 
die gesamte Salpetersaure durch die Kiihlschlange hinauf bzw. in d\ vu 
Vorlage getrieben wird. Ist das passiert, so ist die Veraschung wert]. gef 
und zu verwerfen, da bei dieser explosionsartigen Oxydation unweigerlic| aml 
Aschepartikel mechanisch durch die Kiihlschlange hinaufgewirbelt und kel 
in die Vorlage getrieben werden. Erhitzt man aber in dem oben gi na 
schilderten Stadium des rahmartigen Schaumes vorsichtig weiter, s: wit 
sieht man, wie plétzlich in der sonst glatten Oberfliche der ver tre 
aschenden Substanz grobe Lécher entstehen, durch die hindurch man ist 
unter Umstinden den trockenen Kolbenboden sieht. Dies ist der vo 
Zustand, der erreicht werden mub. Er bedeutet, daB nunmehr di let 
schwer veraschbaren Produkte, deren Siedepunkt héher liegt als der Ve 
der Salpetersaure, gleichsam trocken verascht werden, nach oben hin Al 
immer geschiitzt durch die wie ein Ventil wirkende Salpetersiure, die Ze 
in der Schlange lebhaft auf und ab tanzt. Gleichzeitig beobachtet ve 
man, daB an den Wanden des Kolbenhalses bestandig ein feiner Regen di 
von Salpetersaure herniederrieselt, der die verkohlende Substanz 1a 
bestandig feucht halt und die verkohlten Partikel sofort wieder in bi 
Léosung bringt. Eine drohende Entziindung des Kolbeninhalts kiindigt dd 
sich gewOhnlich dadurch an, daB eines von den erwaihnten Léchern in m 
dem rahmartigen Schaum sich plétzlich sehr stark vergréBert. Zieht S 
man jetzt die Flamme unter dem Babotrichter weg, so rieselt durch k 
die sofort einsetzende Abkiihlung mehr Salpetersiure herunter und l 
erstickt den drohenden Brand im Keime. Es empfiehlt sich, nicht z 
alle Salpetersiure in den Kolben hinunterlaufen zu lassen, da das d 
neuerliche Hinaufdestillieren einen unliebsamen Zeitverlust bedeutet., rf 
da man dann zunachst wieder mit kleiner Flamme anfangen mub I 
Hat man nur so viel Salpetersiure in den Kolben hinunterflieBen \ 
lassen, um gerade den drohenden Brand zu ersticken, so kann man, ' 
falls sich der gréBte Teil der Salpetersaure noch in der Kiihlschlange 
befindet, sofort wieder mit groBer Flamme weiter erhitzen. Bei einiger | 
Ubung 1aBt sich das oben geschilderte Hin und Her zwischen trockener ' 
und feuchter Veraschung denn das ist das Prinzip unserer Ver- 


aschungsmethode -—- durch eine entsprechende Regulierung der Warme- 
zufuhr so einstellen, daB das fiir den Anfanger etwas aufregende Wechsel- | 
spiel zwischen Wegziehen und Wiederzufiihren der Flamme vollkommen 
in Wegfall kommt und sich durch kleine Regulierungen am Hahn des 
Brenners ersetzen ]4Bt, den man zweckmaBig mit einem Schornstein 
versieht. Man hat nur darauf zu achten, daB bestiandig eine gleich- 
maBige Berieselung der veraschenden Substanz mit herabflieBender 
Salpetersaure stattfindet, und zwar so, daB stets eine Spur weniger 

















Veraschung von biologischem Material. 434 


h rabflieBt als von unten verdampft. Nach und nach wird bei diesem 
\orgehen der Kolbeninhalt auf den Bruchteil eines Kubikzentimeters 
engeengt, wobei sich die Braunfarbung des Kolbeninhalts immer mehr 
vufhellt und auch die im Beginn der Veraschung noch dunkelbraun 
gefirbte Salpetersiure nach und nach eine helle, strohgelbe Farbe 
annimmt. Das Ende der Veraschung ist erreicht, wenn im Kolben 
keinerlei gefairbte und auch keinerlei schaumgebende Substanz mehr 
nachzuweisen ist, vielmehr die herabflieBende Salpetersiiure sofort 
wieder verdampft, wobei der Kolben fiir 2 bis 3 Sekunden vollkommen 
trocken werden darf. Gerade fiir dieses SchluBstadium der Veraschung 
ist es wichtig, dab die Substanz vor Beginn der Veraschung geniigend 
vorgetrocknet war, d.h. kein freies Wasser mehr enthielt. War das 
letztere dennoch der Fall, so kommt es in diesem letzten Stadium der 
Veraschung durch mit der Salpetersiure herabflieBendes Wasser zur 
Ausbildung des Leidenfrostschen Phinomens, das unweigerlich zum 
Zerspringen des Kolbens fiihrt. Fiir die regelmaBige Berieselung der 
veraschenden Substanz mit herabflieBender Salpetersiure hat sich 
die Tropfenform der Veraschungskolben besser bewahrt als die Kugel- 
form. Die Menge des bei der Oxydation der organischen Substanz sich 
hildenden Wassers ist offenbar so gering. daB sie nicht zu einer gefahr- 
drohenden Verdiinnung der Salpetersaure fiihrt. Sollte trotz ordnungs- 
miéBiger Vortrocknung der organischen Substanz ein Kolben in diesem 
SchluBstadium der Veraschung springen, so ist das nur auf ungeniigende 
Kiihlung im AnschluB an das Blasen des Kolbens zuriickzufiihren 
Ungeniigende Vortrocknung der Substanz ist auch gewéhnlich daran 
zu erkennen, daB von einem bestimmten Stadium der Veraschung ab 
diese nicht mehr fortschreitet, vielmehr der Kolbeninhalt anfangt, 
lebhaft zu schiumen, wobei dieser bis hoch hinauf in den Kolbenhals, 
bei starkerer Erhitzung sogar bis in die Kiihlschlangen hinaufgetrieben 
wird. Es hat keinen Zweck, wenn dieser Zustand eintritt, die weitere 
Veraschung zu erzwingen, da sie unfehlbar mit einem zersprungenen 
Kolben endet. Auch jetzt 1aBt sich, falls man keinen Wert auf fliichtige 
lonen legt, die Analyse durch vorsichtiges Einengen des Kolbeninhalts, 
wie oben beschrieben, retten. 

Wenn die Veraschung, die im ganzen je nach dem zu veraschenden 
Material !, bis 1'), Stunde dauert, in vollem Gange ist, steigen auber 
den braunen nitrosen Gasen weiBe Dampfe auf, die durch die Salpeter- 
siure in der Kiihlschlange hindurchgehen und sich teils in der Vorlage 
lésen, teils durch die Vorlagefliissigkeit hindurchgehen und in die 
Luft entweichen. Qualitative Proben haben gezeigt, dab es sich hier 
gréBtenteils um HCl-Gas handelt. Ob die Methode geeignet ist, in 
der Vorlage gleichzeitig das Cl zu bestimmen, dariiber sind Unter- 
suchungen im Gange, ebenso wie auch fiir andere fliichtige Lonen 
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Sollte die Methode auch in dieser Beziehung sich als brauchbar erweis« 
so wird nach AbschluB der im Gange befindlichen Untersuchungen : 
gleicher Stelle dariiber berichtet werden. 


Beleganalysen. 


Die Methodik wurde zunichst an allen méglichen Organen qualitat 
auf ihre Brauchbarkeit gepriift. Es wurden auf diese Weise verasc}) 
(Kaninchenorgane): Gehirn, Leber, Niere, Ovarium, Haut, Muskel, Fasci: 
Lunge, Milz, Uterus. An menschlichem Material wurden verascht: Haar 
Gallensteine. 

Um die quantitative Brauchbarkeit der Methode zu priifen, d.h. w 
zu priifen, ob eine bestimmte Menge anorganischer Substanz im Wege «ck: 
Modellveraschung wiedergefunden wurde, wurden von einer Kochsalz 
lésung von bekanntem Gehalt abgemessene Mengen in den Kolben ein 
gefiillt, mit etwa 0,2 bis 0,3 ¢ Traubenzucker im Vortrocknungsverfahre: 
eingedampft und dann in der oben beschriebenen Weise verascht. In de: 
aufgearbeiteten Aschenlésungen wurde das Na nach der Mikrometho«: 
von Miiller bestimmt. 





Vorgelegtes Na Berechneter 
Nr NaCl : Berechnet Getunden Wert 
com mg ° 

1 20,0 9.544 0.382 a) 0,373 97,6 
b) 0,368 96.4 

ec) 0.371 97.0 

2 5.0 2.389 0,478 0,490 102.5 
3 5.0 2.389 0.478 0,490 102.5 
+ 5,0 2.389 0,478 0,485 101,5 
5 5,0 2.389 0,382 a) 0,386 101,1 
0,382 b) 0,393 102,8 

6 5.0 2,389 0,382 a) 0,381, 99.9 
0.382 b) 0.386 100.6 

7 5,0 2.389 0,382 a) 0,388 101.6 
b) 0,383 100.3 


Nr. | bis 7 sind echte Parallelbestimmungen, a, 6 und ¢ jeweils Doppel 
bestimmungen in der gleichen Aschenlésung. 


Die Miillersche Methode (vgl. die Originalarbeit) liefert bekanntlich 
im allgemeinen um 3 bis 4°,, zu hohe Werte, was wahrscheinlich durch 
minimale Adsorption von Fallungsreagens an den ausfallenden Nieder- 
schlag von Na-Pyroantimoniat zu erkliren sein diirfte. Die obigen 
Zahlen zeigen, daB die von uns erprobte Veraschungsmethode praktisch 
ohne irgendeinen Verlust arbeitet, ja, daB es sogar gelingt, bei ent- 
sprechend sorgfaltigem Arbeiten, worunter vor allem quantitatives 
Ausspiilen der Apparatur am SchluB der Veraschung zu verstehen ist. 
genau die von der Theorie geforderten um 2 bis 3°, zu hohen 
Werte zu reproduzieren. Wenn man in die Vorlage nicht mehr als 


8 bis 10 cem Wasser hineingibt, so kommt man bei viermaligem Durch- 
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jilen der Apparatur im allgemeinen nicht weit tiber 50 cem Gesamt 
volumen, das sich spielend leicht auf der oben beschriebenen Vor 
trocknungseinrichtung auf 10 cem einengen JaBt, um dann aus dem 
Veraschungskolben quantitativ in ein 25-cem-Mebkolbchen hiniiber 
gespilt zu werden. 

Findet man zu niedrige Werte, so kann das entweder an un. 
geniigendem Ausspiilen der Apparatur liegen oder aber an einer Un 
dichtigkeit des Schliffes, der den Kolben mit dem Riickflubkihler 
verbindet. Verloren gehen kann bei Erfiillung dieser Vorbedingungen 
nichts, da selbst bei voriibergehendem Eintritt einer Salpeterschmelze 
ganz am SchluB der Veraschung alles, was in Gasform den Kolben 
verlaBt, durch das Sicherheitsventil der auf Wasserleitungstemperatur 
vekiihlten Salpetersiiure wieder abgefangen bzw. in Lésung gebracht 
wird. Die Vorlage dient lediglich als doppelte Sicherung, zugleich aber 
auch begiinstigt sie wie ein zweiter Regulator den Ausgleich der Druck- 
schwankungen im Veraschungskolben, wodurch das Verbleiben der 
Salpetersiure in der Kihlschlange erleichtert wird. 

Als unsere Methode bereits ausprobiert war, wurde uns die Arbeit 
von Vila und Ancelle bekannt (Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 9, Nr. 3 
1927). Die von den genannten Autoren angegebene Methode arbeitet 
im Prinzip ebenfalls mit einer geschlossenen Apparatur, im tibrigen 
aber unter Zuhilfenahme eines komplizierten Vorschaltsystems von 
vier Waschflaschen und einer Vorlage, wodurch eine solche Volumen. 
vergroéBerung der Aschenlésung notwendig wird, daB am SchluB eine 
Vakuumdestillation angeschlossen werden mu. AuBberdem ist, um 
ein ZuriickflieBen der tiberdestillierten Salpetersaure zu erreichen, 
ein Neigen des Veraschungskolbens notwendig, was ohne wiederholte 
Demontage der Apparatur kaum méglich sein diirfte. AubBerdem 
éffnen die Autoren vor SchluB ihrer Veraschung die Apparatur nochmals, 
um die Veraschung durch einen Zusatz von Ammoniumnitrat zu_ be 
endigen. Bei unserer Methode bleibt die Veraschungsapparatur 
falls die Substanz gehérig vorgetrocknet war vom Beginn der Ver 
aschung bis zur definitiven Beendigung geschlossen. Die wesentlich 
einfachere Arbeitsweise erhellt danach aus dem Obigen wohl ohne 
weiteres. 

Wir empfehlen dringend, bevor man an die Veraschung bzw 
Analyse von Organen gebt, die Veraschungsmethode an Losungen 
von bekanntem Gehalt irgendeines beliebigen lons vorliufig mit 
Ausnahme der fliichtigen —- einzuiiben in Gestalt einer Modellveraschung 


mit Traubenzucker. Die Veraschung des Traubenzuckers vollzieht 
sich in ganz aihnlicher Weise wie die Organveraschungen, ja, wir haben 
den Eindruck gewonnen, da®B hier die Gefahr einer Entziindung des 
Kolbeninhalts noch um ein geringes gréBer ist als bei der Veraschung 
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von biologischem Material. Das ist aber im Interesse der Einiibu: 
der Methode nur giinstig, da man dann spiter die drohende Entziindu: 
des Kolbeninhalts bei biologischem Material um so leichter beherrsch: 
lernt. Bevor man sich nicht selbst durch erfolgreiche Modellveraschung: 
von der Beherrschung der Methode iiberzeugt hat, hat es keinen Zwec! 
mit biologischem Material zu arbeiten, da wir ja dessen Gehalt a 
anorganischen Ionen niemals im voraus kennen. 

Anmerkung bei der Drucklegung: In neuester Zeit ist es uns gx 
lungen, durch eine zweckentsprechende VergréBerung der Apparatur 
allerdings auch nur unter Verwendung von Quarzkolben , ganz 
Laboratoriumskleintiere, wie Miuse, Embryonen gréBerer Labora 


toriumstiere, wie Kaninchen usw., in unzerlegtem Zustande zu veraschen 
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Hexosediphosphatasen bei Hiihnern mit Beinschwiche. 


Ve m 
M. Schechter. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, Cast 
abteilung Dr. A. Fischer, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 6. Mdrz 1929.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Demuth (1) hat iiber Spaltung von Hexosediphosphat durch 
Knochen und Knorpel von gesunden und von rachitischen Sauglingen 
und Hunden berichtet. Im Verlaufe einiger hier nicht weiter zu _ be- 
schreibender Versuche bekamen einige Hiihner Beinschwache. Die 
Tiere wurden bis zu 10 Monaten in einem verdunkelten engen Kiafig 
gehalten. Bei drei Hithnern entwickelte sich ein schweres Krankheits- 
bild mit Auftreibungen der Gelenke und einer zunehmenden Unfahigkeit 
zu laufen und zu stehen. Bei Huhn 455/12 kam es zu tetanischen An- 
fillen. Das Tier ging in einem solchen Krampf zugrunde, wahrend 
Huhn 455/15 im AnschluB an eine Blutentnahme ebenfalls unter Streck- 
krimpfen starb, bei denen die Tiere umfielen und sowohl tonische 
Krampfe der gesamten Kérpermuskulatur als auch klonische Zuckungen 
der Beine zeigten. Auch das Huhn 349 zeigte starke Gelenkauftreibungen. 
obgleich dieses Tier wie Nr. 350 nur 41, Monate im Dunkeln ein 
gesperrt war. : 

Der Plasma-Ca-Gehalt war bei sechs gesunden Tieren im Durch 
schnitt 16.8 mg-°,,. Die Werte schwanken stark. Bei vier Hiithnern 
mit Beinschwache sind die Durchschnittswerte etwas niedriger, namlich 
11,1 mg-°,. Im Verlauf der Erkrankung andert sich der Ca-Gehalt 
des Plasmas nicht. Das anorganische Phosphat ist bei gesunden Tieren 
im Durchschnitt 3,9, bei Hithnern mit Beinschwache etwas hoher (5,0) 
Mit dem Fortschreiten der Erkrankung scheinen die Werte zuzunehmen 
Infolge dieser Verschiebung ist der Quotient Ca: P, bei Hiihnern mit 
Beinschwiache herabgesetzt: 2,18:3.77 (s. Tabelle I). 

Mit Material von der Knochen-Knorpelgrenze der distalen Gelenk- 
flache von der Phalanx der zweiten und dritten Zehe haben wir die 
Spaltung von Natrium-Hexosediphosphat untersucht 
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Nr P mgs » Ca mg-®/, Ca:P 
387 gesund 5,7 19.8 3.48 
341 3,7 13,4 3,62 
370 2.8 13,1 4.68 
529 3.5 14,7 4,20 
303 12,8 ; 
527 z 17.0 
349 krank 5,2 11,1 2.14 
350 ‘ (3 Monate) 4.5 8.5 1,89 
350 a a « } 5.5 8.3 1,51 
45515 a 4.9 15,5 3,16 
455 12 ss 12,0 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie die in den Mitteilunger 
von Demuth (1) (2) beschriebene. Nur wurde anstatt der P-Bestimmungs 
methode nach Briggs (3) diejenige von Lohmann und Jendrassik (4) benutzt 
Versuchsdauer 48 Stunden, Temperatur 39°C. Umrechnung auf 100 mg 
frischer Substanz. Angabe der aus 10 ccm einer 1 °,igen Natrium-Hexose 
diphosphatlésung abgespaltenen Menge P in Milligramm. 


Wie beim menschlichen Saugling und bei Hunden spaltet auch 
bei Hiihnern mit Beinschwache Gewebe der Knochen-Knorpelgrenze 
stiirker als bei gesunden Hiihnern (Abb. 1) 
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Abb. 1. 
Versuche mit Plasma ergaben keine deutlichen Unterschiede 
zwischen gesunden und kranken Hiihnern. 
Die Beinschwiche der Hiihner zeigt in mancher Beziehung Ahnlich 
keit im Stoffwechsel mit der menschlichen Rachitis und Tetanie. 


Literatur. 
1) Diese Zeitsehr. 159, 415, 1925. 2) Ebendaselbst 166, 162, 1925. - 
3) Journ. of biol. Chem. 58, 14, 1922. 4) Diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

















Uber den respiratorischen Quotienten des Nerven 
bei Ruhe und Titigkeit. 
Von 
Otto Meyerhol und F. 0. Schmitt'. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. Mdrz 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Die manometrische Bestimmung des respiratorischen Quotienten, 

Die manometrischen Methoden O. Warburgs gestatten, auf ver- 
schiedene Weise den respiratorischen Quotienten von Zellen und 
Geweben zu bestimmen?. Das alteste Verfahren besteht darin, dab 
drei aliquote Teile einer Zellsuspension oder drei aufeinander reduzier 
bare Gewebsstiicke verwandt werden, von denen eines zur Messung 
des Sauerstoffverbrauchs unter Absorption des CO, mittels starker 
NaOH dient, wihrend das zweite das durch Siure zu Beginn austreib- 
hare CO,, das dritte das wahrend des Versuches in den Gasraum ab- 
gegebene und am SchluB durch Saure austreibbare CO, minus dem 
Sauerstoffverbreauch ergibt. Fiir sehr empfindliche Organe und Gewebe 
ist der Umstand stérend, dab die Messung, die zur Bestimmung des 
Sauerstoffverbrauchs dient, beim CO,-Druck 0 vonstatten geht und 
dal diese GréBe als Subtrahend fiir die dritte MeBreihe benutzt wird, 
wo die Atmung in Gegenwart eines allmahlich zunehmenden CO,- 
Drucks stattfindet. Diesen Nachteil vermeidet die neue von 0. Warburg 
beschriebene ,,Kastchenmethode*, die obendrein gestattet, die Atmung 
von Gewebsschnitten bei physiologischem CO,-Druck von 40mm Hg 
oder beliebigen anderen Drucken zu messen, bei einem physiologischen 
sicarbonatgehalt und sogar auch in Serum bei normalem py. Diese 
Methode verlangt zwei aufeinander reduzierbare Gewebsschnitte in 
verschiedenem Fliissigkeitsvolumen; in gewissen Fallen, wenn die 


' Feliow in Medicine, National Research Council, U. 8. A. 
2 O. Warburg, ..Stoffwechsel der Tumoren**. Springer 1926; val. auch 
H. A. Krebs, Oppenheimers Handb. d. Methodik d. Fermente, 5. 635. 
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Atmung fiir lingere Zeit geniigend konstant ist, sogar eventuell nur ei 
das nacheinander in die beiden Fliissigkeitsvolumina suspendiert wir: 

In einzelnen Fallen, wie bei der uns interessierenden Atmung « 
Nerven wihrend Ruhe und Tatigkeit, lassen sich die beiden Verfahi 
nicht ohne weiteres anwenden. Die AtmungsgréBe bei der Reizu 
selbst svmmetrischer Nerven in verschiedenen GefaiBen stimmt nic!) 
vollig tiberein, da sie zum Teil von der Lagerung auf den Reizdrahte: 
abhangt. Obendrein sollen die Nerven, um durch schwache Induktions 
strome gereizt zu werden, ohne Flissigkeit auf den Elektroden liege: 
Der Gehalt der Nerven an praformierter Kohlensaure ist ferner wechseln 
und kann nur bei gleich vorbehandelten symmetrischen Nerven als 
gleich angenommen werden. Es ist daher erwiinscht, Sauerstoff und 
Kohlensiure gleichzeitig an ein und denselben Nerven zu bestimmen 
Fiir den Muskel sind die Schwierigkeiten mit den bisherigen Methoden 
weniger groB. Immerhin stimmt auch hier die AtmungsgréBe zweic 
gleichzeitig gereizter Muskeln nicht véllig iiberein und ist zeitlich nicht 
konstant, so daB auch hier die gleichzeitige Messung von O, und CO, 
vorteilhaft ist. 

Das manometrische Verfahren 1aBt sich in einfacher Weise so ab 
andern, daf diese Forderung erfiillt wird. Fiir genaue Versuche ist es 
auch hier nétig, das praformierte CO, vor und nach dem Versuch zu 
kennen, so daB sich die Messung stets mit einem (bzw. mehreren) Organ 
paaren durchfiihren laBt, von denen die eine Halfte zur Bestimmung 
des priformierten CO, dient, die symmetrische Halfte zur gleich 
zeitigen Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und Kohlensiure 
abgabe nebst dem am SchluB retinierten CO,. Das Verfahren besteht 
darin, daB als Absorptionslésung des CO, fiir die Atmungsmessung 
n/l0 Baryt dient, weleches nach dem Versuch angesauert wird. Gleich 
nachher wird das Organ durch Einkippen der iibersduerten Baryt 
losung angesiuert und das gebundene CO, ausgetrieben. In dem 
zweiten GefaB wird auf gleiche Weise der Anfangsgehalt an CO, 
bestimmt. 

Fiir die Versuche haben wir drei verschiedene GefaBtypen verwandt 
die in den Abb. 1, 4, 5 abgebildet sind (Hersteller Hanff u. Buest 
Berlin N, ChausseestraBe). Fiir die hier in Betracht kommende kleine 
Atmung ist Typ Nr. Il am geeignetscten, wahrend Typ Nr. I der gréBeren 
Absorptionsflache wegen fiir gréBere CO,-Produktion vorzuziehen ist 
Stets ist es notwendig, die beiden zusammen zu benutzenden Gefil 
nachdem das Organ (drei bis vier Froschnerven oder ein Sartorius) ein 
gefiillt ist, mit CO,-freiem Sauerstoff zu spiilen und dann erst die vorhet 
ausgekochten Flissigkeiten bzw. die unter CO,-AbschluB aufbewahrte 
Barytlésung mit einer ausgezogenen, unten umgebogenen Pipette in 
die verschiedenen Raume a, 6, ¢ einzufiillen. In @ kommt das Organ 
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ir Reizversuche ohne Fliissigkeit, sonst in 0.2 bis 0.3cem Ringer 
dsung, in 60,2 bis 0 4cem n/10 Ba(OH),, ine0,2cem 2 mol. Citronensiiure 
Bei vorsichtiger Entnahme und Einfiillung der Barytlisung ergibt dic 
\nsiiuerung weniger als 0.5emm CQO,. Bei Verdiinnung der Citronen 
jiure mit Wasser tritt wegen der Anderung der Léslichkeit des Sauer- 
stoffs ein geringer negativer Druck auf, was fiir die Berechnung gleich 
giiltig ist. da Anfangs- und Schlubbestimmung in allen Punkten, ab 
vesehen von der in der Zwischenzeit gebildeten Kohlensaure, tiber 

einstimmen. Die Handhabung der GefaBe ist die folgende 


GejfaB I (Volumen 6,5 com). 

Der untere Teil, der das Organ aufnimmt, ist hier durch Sehlift 
drehbar eingesetzt. Um die Nerven iiber die Elektroden zu legen, wird 
dieser Einsatz herausgenommen und dann nach schwacher Einfettung 
in den oberen Teil eingesetzt, so dab die Einschnitte d und e auf ent 
vegengesetzte Seiten kommen. Um nachtriglich nach Einsetzen des 
(iefiBes ans Manometer und Sauerstoffspiilung die Ringerlésung in a 
und die Barytlésung in + einzufiillen, ist es bequemer, noch einen zweiten 
Stopfen, der Stelle g gegeniiber. zu haben. In die Rinne 6 konnen bis 
etwa 0.4 ccm Ba(OH), (n/10) eingefiillt werden, die bis 400 cmm CO, 
absorbieren. In den Anhang ¢ kommen 0,2 ccm 2 mol. Citronensiure 
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Abb. 1. GefaBtype L 
a = Raum fir Nerven mit eingeschmolzenen Elektroden /, 


= - ~ Ba(OH)2-Lésung,, 
c= . . Citronensaure, 
d und e = Ausschnitte des Schliffes, die sich zunichst gegeniiber befinden 


und zum Zweck der Ansaiuerung des Nerven durch Drehung 
zur Deckung gebracht werden. 
Vom Stopfen g aus werden 6 und c gefiillt. 


Sowohl fiir den Anfangs- wie SchluBwert wird die Ansauerung in 
zwei Zeiten vorgenommen: Zuniachst wird die Saure in die Barytlosung 
eingekippt und damit das gesamte vom Organ in den Gasraum ab- 
gegebene CO, ausgetrieben; dann wird der Einsatz gedreht, so dab 
die Einschnitte d und e aufeinanderfallen. wodurch die saure Loésung 
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in den Mittelraum einstrémt und das gebundene CQO, austreibt. De 
Sauerstoffverbrauch wird zwischen Anfangs- und SchluBbestimmun, 
wie tiblich durch die Druckabnahme gemessen. Die Absorption des C0) 
geht dabei praktisch ebenso rasch und vollstindig vor sich, wie bei 
Benutzung starker Natronlauge. 


Hat man kein symmetrisches Organ zur Verfiigung, in dem die pra 
formierte und in der Vorperiode angesammelte Kohlenséure bestim 
werden kann, so kann man in gewissen Fallen einfacher, wenngleich au 
weniger genau, den respiratorischen Quotienten (r. Q.) durch die alleiniz 
Messung der in die Barytlésung iibergegangenen Kohlensiure im Vergleic! 
zum Sauerstoff finden, unter Verzicht auf die Ubersiuerung des Organ 
Die beschrinkte Anwendbarkeit dieses Verfahrens ergibt sich aus de: 
Verlauf der Druckanderung nach dem Anséuern der Barytlésung, wie 
in den Kurven 2 und 3 wiedergegeben ist, die zwei extreme Faille darstelle: 
Diese Kurven entstammen vollstandigen Versuchen, in denen sowohl dir 
praformierte wie die am Schlu8 retinierte Kohlenséure bestimmt worder 
ist, jedoch wurde, um den Gang der Druckinderung besser zu iiberseher 
erheblich langere Zeit zwischen dem Anséuren der Barytlésung und de: 
Uberséuern der Nerven gewartet. In Abb. 2 ist der Abschlu8 einer 18stiir 
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Abb. 2. 


Verlaut der Druckanderung am Ende eines IS8stiindigen Ruheatmungsversuches mit Nerven 
Ordinate: Druck in mm Manometerfliissigkeit (Isocapronsiure | at 11160 mm). 
Abszisse: Versuchszeit in Stunden 
Erklarung siehe Text. 


digen Messung der Ruheatmung (im Differentialmanometer) wiedergegeben 
Die vorhergehende langsame Druckabnahme entspricht der Atmung 
Bei A ist die Saéure eingekippt. Der Druck steigt innerhalb 5 Minuten (a 
zum Maximum £& und l&Bt dann sofort wieder nach (6). Dies riihrt dahe 
daB zunichst in dem Moment, wo die Kohlenséure aus der Barytlésung in 
den Gasraum ausgetrieben wird, im Gewebe ein CO,-Druck ~ 0 herrscht 
Mit dem neu entstehenden C O,-Druck muB sich jedoch das Gewebe wieder ins 
Gleichgewicht setzen, und die innerhalb einer halben Stunde mit abfallende 
Geschwindigkeit erfolgende Druckabnahme 6 entspricht zur Hauptsach: 
dieser CO,-Aufnahme des Gewebes. Es ist leicht, durch Verlingerung de: 
beiden Kurvenstiicke a und 6b den genauen Punkt #B zu finden, der der 
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usgetriebenen CO, beim CO,-Druck 0 des Gewebes entspricht. Lat man 
lien Versuch nun weitergehen, ohne die Nerven anzusiuern, so setzt sic! 
n das steil abfallende Stiick b ein ganz geradliniges ¢ an, das nichts anderes 
st als die aus fortdauernder Atmung stammende Druckabnahme, die sic} 
ius den GefaBkonstanten fiir CO, und O, einerseits und dem Verhaltnis 
les entstehenden CO, zum verbrauchten O, andererseits ergibt. Die Neigunig 
lieser Geraden gegen die Abszissenachse, im Vergleich zu dem Anfangsstiick 
bis A unter Absorption des CQO, wiirde den r. Q. ahnlich berechnen lassen, 
wie bei dem friiher fiir den Tatigkeitsstoffwechsel des Nerven angewandten 
Verfahren!, aber keine Verbesserung diesem gegeniiber bedeuten. Dagegen 
wibt der Schnittpunkt der riickwarts verlangerten Geraden c mit der Senk- 
rechten a bei FE die CO,-Menge an, die bei der Ansiuerung ausgetrieben 
wiirde, wenn sich das Gewebe momentan mit dem entstehenden CO,-Druck 
ns Gleichgewicht setzen wiirde. (B E) (kCO,) ist also die vom Gewebe 
zwischen dem Druck ~ 0 und dem Druck a aufgenommene CO,-Menge 
Will man aus einer derartigen Kurve die im Versuch gebildete Kohlensiure 
berechnen, so riihrt die Ungenauigkeit daher, daB der CO,-Druck, mit 
dem der Nerv zu Versuchsbeginn im Gleichgewicht war, unbekannt ist 
In dem vorliegenden Falle werden nun bei C die Nerven iibersiuert und 
das gesamte CQO, ausgetrieben (D). In diesem Falle sieht man, dab bei 
dem CO,-Druck 0 fast gar keine Kohlenséure mehr retiniert gewesen ist. 
Man kann nun durch Herabdriicken des Bicarbonatgehalts des CGewebes 
die genannte Ungenauigkeit weiter verringern. Ist das Bicarbonat nahezu 
entfernt, so wird beim Ubergang vom CO,-Druck ~ 0 auf den Druck a 
fast keine Kohlensiure mehr aufgenommen. Eine solche Kurve ist auf 
Abb. 3 abgebildet als Endabschnitt eines 19stiindigen Versuchs. Die 
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Abb. 3. 
Bezeichnungen wie Abb. 2. Erklarung siehe Text 


Nerven waren hier durch langeres Auswaschen in CO,-freier Ringerlésung 
von Bicarbonat groBenteils befreit. Médglicherweise tritt hierzu noch eine 
gewisse Zersetzung des Bicarbonats durch anaerobiotische Milchséure 
bildung. Unter diesen Umstainden geht beim Anséuern (A) die Senk- 
rechte a direkt in das nahezu horizontale Stiick ¢ iiber, und der Punkt F 
entspricht nun der priéformierten Kohlensiure sowohl beim Druck a wie 
beim Druck ~ 0. In lang dauernden Versuchen besteht aber die Gefahr, 


1 R. W. Gerard, Amer. Journ. of Physiol. 82, 381, 1927. 


Riochemische Zeitschrift Band 208. 29 
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dab eine solche das Bicarbonat zersetzende Miichséurebildung von ce 

Schnittflachen des Nerven aus auch wahrend des Versuchs eintreten kar 

und damit erst im Laufe des Versuchs CO, aus Bicarbonat entsteht. Es 
folgt hieraus, da fiir genaue Versuche die gleichzeitige Bestimmung d: 

praformierten Kohlensaéure in allen Fallen vorzuziehen ist. 


GejadB IT (Volumen 5,8 ccm). 
Dieses Gefal ist bei nicht zu grober Atmung wegen seiner bequeme: 
und genauen Handhabung am meisten zu empfehlen. Die Riume a. +, . 
werden in der gleichen Weise wic bei I nach Ansetzen des GefaBes ans 
Manometer und Ausspiilen mit Sauerstoff beschickt. Indie Barytlésung 
die sich in dem etwas tieferen und weiteren Anhang / befindet, kommt 
ein kleines, kugelig abgeschmolzenes Glasréhrchen, das beim Schiitteln 





Abb. 4. GetaBtype 1. 


a = Raum fiir Nerven mit eingeschmolzenen Elektroden /, 
b * ~ Barytlésung mit zugeschmoizenem R6hrchen d, 
‘ a . Citronensaure. 


des GefaBes herumrollt und die sich sonst bildende Haut von BaCO, 
zerreiBt. Das Gefaf wird in der Richtung senkrecht zur Verbindungs 
linie der Anhange im Manometer geschiittelt. Die Citronensiure wird 
auch hier zunichst in die Barytlésung iibergespiilt und dann in den 
Raum c. Auch in diesem GefiB ergibt die Messung des Sauerstoff- 
verbrauchs im Vergleich zu den gewéhnlichen AtmungsgefaiBen, in 
deren Einsatz sich n NaOH befindet, keinen Unterschied der Ab 
sorptionsgeschwindigkeit. 


GefaB ITI (Volumen 5,2 com). 


GefaB IL1 unterscheidet sich von dem vorigen nur dadurch, dab 


anstatt des zweiten Anhangs ein halbmondférmiger eingeschmolzener 
Einsatz fiir die Barytlésung vorhanden ist. Bei diesem GefaB laBt sich 
die Barytlésung nicht fiir sich allein ansiuern, sondern es muB un- 
mittelbar darauf die tibersiuerte Lésung in den Raum c iiberspiilt 
werden. Es ist dann darauf zu achten, daB alles BaCO, bereits vorher 
in der Saure gelést ist. 
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us den Messungen des r. Q 


nubte 
nnerhalb der Fehlergrenzen nahezu | und die Atmung, 


sind 
vestellt. 
fiir den Versuch 11 die Type III 
tuheatmung, Versuche 6 
Atmung bei einem im AnschluB an Insulinkrampfe 
getéteten Frosch und die Versuche 8 bis 13 die Er- 


fiihrt. 
und Stunde 


wenn auch 


betreffen die 


holungsatmung 
Fallen wurde die Reizung nicht 
vorgenommen, sondern die Muskeln in situ gereizt, dann abprapariert, 
kurze Zeit in CO,-freier Ringerlésung gespiilt und in die GefaiBe tiber 
£0, bedeutet Kubikmillimeter O, pro Gramm Frischgewicht 


Respirator ischer 


volilstandig, so doch grébtenteils. 
durch Kohlehydratverbrauch gedeckt. 
fand den r. Q. fiir die Ruheatmung des Froschmuskels 
zu 0.92, fiir die Tatigkeitsatmung 0,93.) 
Froschsartorien 
Zu allen Versuchen diente die Type Il, nur 
Versuche | bis 5 


Ermiidung. 


von 


Froschsart orien 





Die folgenden Versuche an Froschsartorien dienten hauptsichlich 
Hier hatte sich beim titigen Muskel sowohl! 
nach dem Alteren Verfahren wie durch 
Messung des Kohlehydratumsatzes ergeben, daB der Quotient 1 sein 
Fiir die Ruheatmung war dieser Quotient 


_~e 
or 


Abb. 5. GetaBtype II! 
Bezeichnungen 
wie Abb. 4. 


und Erholung. 








6. 


9. 
10. 
11. 


13. 


Orde CON 


Datum 
1929 
22. I. 
28. I. 
24. I. 
24. I. 
26. IL. 
28. I 

28. 

25. | 
2. Il. 
2. II. 
5. TI. 


Muskel- 
gewicht 


0.18 
0,14 
O17 


0,195 
0,145 


0.97 


0,144 


0.16 


0,195 


0.23 
O19 
O18 
0,20 


Versuchs- 
zeit 

Versuchs- 

2 temperatur 


~ 


re . 
Iw ole tO Zz 


4» ie ibe be he CO OF OF 


COs, 


am 
Schius Qo, 


cmm 

36.8 385 
37,7 44 
26,2 21.0 
55.4 400 
53.5 385.5 


Durchsch nitt 


80.5 52 
151.2 62 
51,1 82 
50.7 504A 
74.3 63.0 
46.8 42.5 
37.8 406 
436 42 


Durehschnitt 
29* 
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Die Tabelle I zeigt, daB der r. Q. der Ruheatmung nahezu 
der der Erholungsatmung im Durchschnitt genau 1.0 ist. Damit 
ist die Brauchbarkeit der Methode erwiesen. 


Il. Der respiratorische Quotient des Nerven. 


Der r. Q. des Nerven ist von besonderem Interesse, um festzusteller 
ob der Extrasauerstoff bei der Tatigkeit auf eine bloBe Erhéhung des 
Ruhestoffwechsels zu beziehen ist oder auf einen davon unabhingigen 
Oxydationsvorgang. Derr. Q. ist in unserem Institut von R. W. Gerard! 
bestimmt worden und gleichzeitig in Amerika von W.O. Fenn?. Di 
Resultate stimmten nicht ganz tiberein, und dies ist, wie schon von 
Fenn in seiner zusammenfassenden Darstellung hervorgehoben wurde 
wohl hauptsachlich auf die methodischen Schwierigkeiten zuriick 
zufiihren. Gerard erhielt fiir die Ruheatmung im Durchschnitt 0.75 
(0.64 bis 0.90 in sechs Versuchen), wobei er die Aaltere Warburgsche 
Methode benutzte und die praformierte Kohlensaiure in gemischten 
Nerven verschiedener Tiere bestimmte. Bei Verwendung der zweiten 
,,. Kastchenmethode*, die wegen der Kleinheit der Atmung hier weniger 
genau ist, ergab sich in sechs Versucher durchschnittlich 0.80 mit 
gréBeren Schwankungen (0,51 bis 0.97). Der r. Q. der Titigkeits 
atmung wurde nur so bestimmt, da} von symmetrischen Nerven, die 
sich auf beiden Seiten des Differentialmanometers in Atmungsglischen 
ohne KOH befanden, die eine Seite gereizt wurde. Bei Beriicksichtigung 
der GefaBkonstanten fiir O, und CO, berechnet sich der respiratorische 
Quotient, wenn man die GréBe der Tatigkeitsatmung vorher oder 
nachher (mit Kalilauge im Einsatz) bestimmt. Es ergab sich in fiinf 
Versuchen 0,85 bis 1,00, bezogen auf den Extrasauerstoffverbrauch 
durchschnittlich 0,97. (Fiir den mittleren r. Q. der Tatigkeitsperiode 
ergibt sich dann bei einer etwa 100° igen Steigerung der Atmung durch 
die Reizung ein Wert von 0,85.) 

W.O. Fenn, der mit dem Thunbergschen Mikrorespirometer nach 
zwei verschiedenen Methoden arbeitete, erhielt bei reiner manometrischer 
Messung einen r. Q. der Ruheatmung von 0,97 und des Extrasauerstoff.- 
verbrauchs von 1,19 bei erheblichen Schwankungen. Dabei betrug 
aber die Steigerung der Atmung durch die Reizung nur etwa 30°, 
In einer zweiten Versuchsreihe wurde die vom Nerven in den Gasraum 
abgegebene Kohlensaure durch Leitfahigkeitsanderung der absorbieren- 
den Ba(OH),-Lésung bestimmt. Hier ergaben sich fiir die Ruheatmung 
von sehr hohen Werten abfallende Quotienten, die in langeren Zeit- 


1 Amer. Journ. of Physiol. 82, 381, 1927. 
2? Ebendaselbst 80, 327, 1927; Journ. General Physiol. 11, 125, 1927; 
Zusammenfassung Harvey Lectures 1928, S. 115. 
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iumen 0.8 bis 0.9 betrugen und bei der Reizung nicht deutlich erhoht 
varen, jedenfalls zwischen 0,7 bis tiber 1 schwankten 


Gegen die bisher verwandten Methoden lassen sich die oben be 
sprochenen Bedenken geltend machen. Dies war der Anlab zur Aus 
irbeitung der neuen beschriebenen Methode, die von diesen Bedenken 
frei ist. Nur gilt auch hier, daB wegen der verhaltnismabigen Kleinheit 
der Atmung die MeBgenauigkeit beschrankt ist 


Ausfiihrung der Messungen. 

Die Praparation und Vorbehandlung der Nerven und die technischen 
Einzelheiten der Messung waren ahnlich den von R. W. Gerard be- 
schriebenen. Alle Reiz- und Ruheversuche wurden im Differential 
manometer ausgefiihrt ; doch wurden die Nerven nur in ein Differential- 
gefaB gefiillt, das andere durch Fliissigkeit ausgeglichen Es wird 
also auch bei der Tatigkeit die ganze Atmung gemessen, und der Extra 
sauerstoffverbrauch ergibt sich aus der Differenz gegen den Ruhe 
verbrauch, der in einzelnen Fallen an denselben, sonst aber an anderen 
Nerven gemessen wird. Es kénnte zwar auch das neue Verfahren zur 
Bestimmung des respiratorischen Quotienten auf den Extrasauerstoff 
allein angewandt werden, wenn man die Ruheatmung durch den 
EinfluB der symmetrischen Nerven in dem anderen DifferentialgefaB 
kompensiert und am SchluB beide Seiten gleichzeitig tibersiuert. Die 
Genauigkeit der Methode wiirde dadurch aber nicht erhéht und die 
Beurteilung des Ergebnisses ersehwert 

In einer Reihe vorliufiger Messungen wurde zuniichst die Beob 
achtung R. W.Gerards bestitigt, dab die Ruheatmung kurz nach der 
Entnahme des Nerven erhéht ist. Da man dies auf die Reizung bei der 
Priparation zu beziehen hat, konnte diese Zeit fiir die Bestimmung 
des r. Q. nicht benutzt werden, weil sie offenbar ein Mittelding von 
Ruhe- und Tiatigkeitsperiode vorstellt Auch ist die priformierte 
Kohlensiure zunichst hoch. was die MeSgenauigkeit beeintrachtigt 
Es wurde deshalb bei allen spiiteren Versuchen eine Routinetechnik 
angewandt: die Nerven wurden pripariert und in kohlensiurefreier 
Ringerlisung auf Eis gehalten. Die Entnahme der Nerven geschah 
gleichzeitig, etwa 5 Minuten nach der Tétung des Tieres. Die Nerven 
wurden auf der Torsionswaage gewogen und dann fiir 2 Stunden in 
bicarbonatfreier Ringerlésung auf Eis gehalten, wobei die Losung 
mehrfach gewechselt wurde. Sie wurden dann unter méglichst geringer 


Beriihrung in das Manometer gefillt 


Die Reizung geschah mittels Bernsteinunterbrecher mit der 
Frequenz 50. was unter Beriicksichtigung des SchlieBungs- und Offnungs 


reizes 100 Reizen pro Sekunde entspricht. Versuchstemperatur 15,2° 


O. Meyerhof h. F. O. Schmitt: 


Resultate. 











Ruhestoffwechsel. 


Die Resultate sind in den beiden Tabellen II und III fiir de: 
Ruhestoffwechsel und Tatigkeitsstoffwechsel wiedergegeben 
Tabelle 11. 
Ruhest offwechsel. 
a ° a Pré- . = 
ey E 35 Gee 3. . ~~ emm CO, 23 
Nr.| Datum ‘3 2] ©,| wicht | #8 ae aha ; of DO R 
§2' 5 33s Ss eT. € Os 
S28 C gs vi emm | PF°8 g2 due P 
1928/29 Ss mg Std. cmm A ziert | cmm 
1 | 14. XTT. 2 I 5 168,2 | 165), /12.1 72 (41 | 30,0)35 | 12,4! 0,86 
2 17. XI. || 24/,; I 5 2380,8 174,15 65 | 56,8 | 43,7)52 | 13,0) 0,84 
3 19. XIL. 6 I 5 2146 17 5,6 26,1 41,9 | 37,2/) 51,7 | 14,0 | 0,72 
4/17. Lis I 5 156,7 175/, 4,5 28.6 37,1) 32,6 36,6 | 13,2) 0,89 
§/25. Lid,) i 5 1184/18) 6 50,4 31,6! 25,6 33,2 15,0) 0,77 
6/28. 1L/2',) 5 | 121,0 154, 4,7,39 298/25 (29,8) 16,1 | 0,84 
7 |30. j2%/,| 5 109,6 17'),) 7,3;66,1 28 20,7 29,5) 15,6 | 0,7 
8 }14. I1./|2%/,| 5 1164 161), 7,3/62 | 26,8 19,6 31 16,3 | 0,64 
9/15. 1.) 2"/,; I 5 102.6 | 16 5,8 | 56,4 39,2 19,3) 29,6 | 18,0 | 0,66 
10 | 15. IL 2%, 5 158.6 17 10 | 63.5, 39,2 , 29,2 40,2 | 14,9 | 0,73 
Durchschnitt: | 0,77 
Tabelle [1]. 
Reizst offwechsel. 
§ rR F 3 3 , cmm CO; = 
os/| 2°? Ge 35 506 a . 3 
Nr. Datum “8 2 ‘a wicht | ge | & 8O 3 3 ~€ Qo, &Q 
eis |N » 5 pro g 2 = 3 2 
ao 3S - - . 4 > 
Std i mg Std cmm 5 * comm 
1/30 3% T!% 174 | 5) 19 45 | 36,5 | 28,7 28,2 | 29,4} 1,02 
2; 9. 1.1%; 11!) 4 161,8) 44 | 12,4 76,5 | 30,6 18,7 20,8 29,2 | 0,90 
3/14. LL, 3,) 1) 4 , 1758) 54, / 185 105 | 35,4/ 16,9) 21,5 | 23,7 | 0,79 
4/16. I.'2%,, 11) 4 | 1454] 48, | 7,95 545/259/18 17,5} 25,3) 1,03 
5 |18. 1.''8 Il! 4 1796! 38 10,5 58,6 | 25,3 14,8 15,3 28,2 | 0,97 
6 |28. 1/2 Il 4 181,4, 4%, 9.1 70 = 21 12 14,8) 25,0} 0,81 
7: 6.11 2%, UH 4 = 127.0 6%, | 108 84,7 281,178 21 21,0) 0,83 
8 8.II. 27/,: 1 4 | 1022) 6 2.1 20,5 20,8 18,7 24,2 39,6 | 0,77 
9 11.11.) 24/,; 1 | 4 | 1094; 5 4,1 37 18,5 144 17 31,0) 0,85 
10 (13.11. 2% TW) 4 1250) 5 6 47.5 16 10 14,2 22.8) 0,71 
Durehschnitt: | 0,87 


Der Gesamtdurechschnitt fiir alle zehn Experi 


mente mit den GefaBen Type I und IT ist 0,77 (bei Schwankungen von 
0.64 bis 0,89). 
in denen die Messung im Differentialmanometer geschah und die pra 


Als genaueste Versuche sehen wir die letzten vier an, 
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formierte Kohlensaure in den gleichen GefaBben der Type I, wie oben 
beschrieben, ausgefiihrt ist. Durehschnitt dieser vier Versuche 0,69 
Schwankungen 0.64 bis 0.73). Versuchszeit 15 bis 18 Stunden. Die 
Ruheatmung ist pro Gramm Frischgewicht und Stunde in allen zehn 
Versuchen durchschnittlich 14,5 (Schwankungen 12,4 bis 18.9). Fiir 
die Versuche dienten Eskulentennerven. 

Reizstoffwechsel. Die Versuchszeit bei der Reizung betrug zwischen 
3 und 7 Stunden, meist 5. Der Durchschnitt der AtmungsgréBe pro 
Gramm und Stunde ist 28 (Schwankungen von 21 bis 39.6), also genau 
wie in den Versuchen von R. W. Gerard eine Verdoppelung der Atmung 
durch die Reizung. Der Gesamtdurchschnitt fiir alle zehn Versuche 
mit beiden GefaBtypen ist 0.87 (Schwankungen von 0,71 bis 1,03). 
Auch hier betrachten wir die letzten vier Versuche als die genauesten 
da sie den Vorschriften des ersten Kapitels véllig eutsprachen. Der 
Durchschnitt dieser vier Versuche ist 0,79 (Schwankungen von 0.71 
bis 0,85). 

Wir schlieBen aus diesen Versuchen, daB in der Tat eine, wenn 
auch nicht sehr erhebliche, VergroBerung des respiratorischen Quotienten 
bei der Reizung vorliegt. Sowohl wenn man den Gesamtdurchschnitt 
zugrunde legt, wie allein die letzten zuverlassigsten Versuche, betragt die 
VergréBerung um 0,1. Da aber der Extrasauerstoff nur etwa die Hilfte 
des in der Reizperiode aufgenommenen Sauerstoffs ausmacht, ent- 
spricht dies einer Erhéhung des r. Q. fiir den Extrasauerstoffverbrauch 
um etwa 0.2. Wir finden also mit der bisher einwandfreiesten Methode 
die Ergebnisse von R. W. Gerard im wesentlichen gut bestatigt. Der 
r. Q. der Ruheatmung liegt danach nahe bei 0,70 und entsprache der 
Oxydation von Fett, der r. Q. des Extrasauerstoffs nahe 0.9 

Die GréBe dieser respiratorischen Quotienten gilt nur innerhalb 
der angegebenen Zeiten und Versuchsbedingungen. DaB der Quotient 
der Ruhe leicht gréB8er ausfillt, wenn man die ersten Stunden nach 
Entnahme des Nerven mit zur Messung benutzt, ist bereits obén erwihnt 
worden. Andererseits kann der respiratorische Quotient der Reizung, 
wenn man die Nerven etwa 24 Stunden vorher entnimmt, sehr ver 
kleinert sein. Die Atmung ist dann offenbar nicht mehr normal. Da 
gegen glauben wir, dab die hier angegebenen Zahlen den physiologischen 


Verhaltnissen entsprechen. 


Zum SchluB8 danken wir Herrn Walter Schulz fiir seine Mithilfe 


bei den Versuchen. 











Studien iiber asymmetrische Induktion. 


l. Mitteilung: 


Asymmetrische Synthese und asymmetrische Induktion. 


Von 
Alex. Me Kenzie und Agnes Gellatly Mitchell. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des University College, Dundee 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 1. Mdrz 1929.) 


Der Begriff der asymmetrischen Induktion wurde zuerst von 
Emil Erlenmeyer jun. in einer langen Reihe von Untersuchungen! ge- 
pragt, die in der Biochemischen Zeitschrift in den Jahren 1911 
bis 1922 verdffentlicht wurden. In den friiheren Abhandlungen dieser 
Zeitschrift wurde die Annahme ausgesprochen, da die Zimtséure in 
optisch aktiven Modifikationen existieren kann, und diese Annahme ist 
niemals widerlegt worden Andererseits beruhte der Beweis der 
Isolierung eines stabilen optisch-aktiven Benzaldehyds auf einer un- 
sicheren experimentellen Grundlage und konnte nicht aufrechterhalten 
werden. Dann folgte die Anwendung der Hypothese auf die Walden sche 
Umkehrung, Racemisierung und asymmetrische Synthese, und in 
seiner charakteristischen Art iiberblickte Erlenmeyer vom Standpunkt 
der asymmetrischen Induktion eines der fundamentalsten Probleme der 
Biochemie tiberhaupt, naimlich den Ursprung der optischen Aktivitat 
in den lebenden Zellen der Pflanzen und Tiere. 

Der eine von uns hatte die optische Aktivierung von Traubensaure 
durch d- oder 1-Apfelsiure? studiert und unter anderem gefunden 
daB bei Zugabe von 1-Apfelsiure zu einer wiisserigen Lésung von 


' Literaturangaben s. den Nekrolog auf Erlenmeyer, B. 54, Abt. A, 
107, 1921. 

* Journ. Chem. Soc. London 107, 440, 1915; ferner Me Kenzie und 
Walker, ebendaselbst 121, 349, 1922; McKenzie, Plenderleith und Walker, 
ebendaselbst 123, 2875, 1923. 

















A. Me Kenzie u. A. G. Mitchell: Asymmetrische Induktion. | 157 


Kaliumracemat das sich ausscheidende kristallinische Produkt rechts 
irehend war, und aus einer Mischung von saurem Kaliumracemat und 
|-Kaliumbitartrat bestand. Lie man ferner das Kaliumracemat aus 
einer wasserigen Liésung von |-Apfelsiure kristallisieren, so waren die 
abgetrennten Kristalle rechtsdrehend Eine hinreichende Erklarung 
fiir diese und ahnliche Resultate wurde nicht gegeben, aber es wurde 
erwahnt, daB die Chemiker, die in Ubereinstimmung mit Erlen 
meyer und seinen geistreichen Ideen arbeiteten, in der soeben erwahnten 
\rbeit einige schéne Beispiele fiir asymmetrische Induktion finden 
wollten. Diese Auffassung veranlabte aber den einen von uns nicht, 
die Erlenmeyerschen Ideen anzunehmen ; im Gegenteil, er stand damals 
im Widerspruch zu ihnen 


Hinweise auf asymmetrische Induktion wurden in der Literatur 
nur bei sehr seltenen Gelegenheiten gefunden. So nahmen Lowy und 
Walker! an, da} ungesattigte chromophore Gruppen in optisch-aktiven 
Verbindungen induzierte Asymmetrie hervorbringen kénnen und daher 
optische Aktivitaét entwickeln. Ferner wurde im Zusammenhang mit 
der komplexen Rotationsdispersion, welche oft bei Estern von optisch- 
aktiven Alkoholen auftrat, vermutet, dab die Carbonylgruppe moglicher 
weise induzierte Asymmetrie erfahrt®. Diese Ansicht wurde von 
Phillips verbreitet®, welcher 1-8-Oktylacetat in der folgenden Weise 


wiedergab : 


1-Cg Hy CH, Cy. Hy, CH, C,H,, CH, |- 
i i 
CH CH CH 
O 8) 0) 
| = = | 
d-O—C O—( Oven ] 
CH, CH, CH, 
(2) (1) (3) 


Bei dieser Darstellung wird das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe 
in (1) asymmetrisch in (2) und (3) und tritt in jeder der letzteren 
Strukturen in Beziehung zu drei Gruppen und einer positiven Ladung 
welche die Rolle einer Gruppe tibernimmt. Von diesem neuen asymme 
trischen Zentrum erwartete man, daB es flieBende und verinderliche 
optische Aktivitaét zeigt. Die Strukturen (2) und (3) sind indessen 
nicht enantiomorph (wie es irrtiimlicherweise von Phillips behauptet 


! Nature 118, 565, 1924. 
27. 609, 1925. 


2 Lowry und Cutter, Journ. Chem. Soc. London 12%, 
* Ebendaselbst 127, 2552, 1925. 
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wird); sie sind diastereoisomer und sollten daher mit verschiedene 
Geschwindigkeit dargestellt werden. 


Die meisten Autoren auf dem Gebiet der optischen Aktivita: 
hatten zweifellos die Uberzeugung, daB der experimentelle Beweis 
wie er von Erlenmeyer selbst erbracht wurde, ganz unzureichend ist 
um die Annahme eines gleich so revolutioniren Gedankens zu recht 
fertigen, der in seinen Auswirkungen so kompliziert und so weitgehend 
spekulativ ist. Walden z.B. duBert sich in seinem bemerkenswerten 
Vortrag vor der Deutschen Chemischen Gesellschaft itiber: ,,Fiinfzig 
Jahre stereochemischer Lehre und Forschung’! in diesem Zusammen 
hang: ,,Diese Ansichten haben bisher keine Beachtung gefunden“ 
Wir sind nun in der angenehmen Lage, in dieser und der folgenden 
Abhandlung eine Reihe von Beobachtungen bekanntzugeben. bei denen die 
Hypothese von der asymmetrischen Induktion (in ihrer eingeschrankten 
Anwendung auf asymmetrische Synthesen) sich als auberordentlich 
férderlich und anregend erwies, wenn sie in Verbindung mit dem Begriff 
der asymmetrischen katalytischen Racemisierung benutzt wird, wie 
er von Dr. /sobel Smith und dem einen von uns ausgearbeitet wurde 


Im Verlauf der Untersuchungen iiber asymmetrische katalytische 
Racemisierung zeigten Mc Kenzie und Smith”, daB der richtende EinfluB 
der optisch-aktiven Menthylgruppe angewendet werden kann zur 
quantitativen Umwandlung einer Mischung gleicher Mengen von 
diastereomeren Ester in ein Gemisch von ungleichen Mengen derselben 
Esters. Z. B. bewirkt die Zugabe eines einzigen Tropfens von alkoholi- 
schem Kali zu einer athyl-alkoholischen Lésung von gleichen Mengen 
l-Menthyl-l-phenyl-chloracetat und l-Menthyl-d-pheny]-chloracetat deren 
Umwandlung in ein Gemisch von ungleichen Mengen dieser Ester 


|. a d- l- 
(,H, . CHCl. COO. C,)H,, + ©,H,CHC]. COO. C,,H,, > 
50% , 50°, 
5. |- d- }. 
C,H,CHCL. COO. C,,H,, + C.H,CHCl. COO. C,,Hy, 
57 %, 43°, 


Diese bemerkenswerte katalytische Wirkung war kein vereinzeltes Bei- 
spiel; verschiedene andere diastereoisomere Ester zeigten ein ahnliches 
Verhalten in athyl-alkoholischer Lésung. So brachte eine Spur von 
alkoholischem Alkali eine ahnliche Wirkung hervor mit gleichen Mengen 


1 B. 58, 262, 1925. 
2 B. 58, 894, 1925. 
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von |-Menthyl-l-phenyl-bromacetat und |-Menthy|-d-phenyl-bromacetat, 
sleichen Mengen von |-Menthyl-l-mandelsaureester und 1-Menthyl-d 
mandelsaureester und gleichen Mengen von d-Bornyl-l-phenyl-chlor 
wetat und d-Bornyl-d-phenyl-chloracetat. 


Im Hinblick auf diese Resultate und auf Erlenmeyers Vorstellung 
von der asymmetrischen Induktion fussend, erwogen wir die Méglich- 
keit, daB die Carbonylgruppe, mit der im 1|-Menthyl-benzoylformiat 
eine Phenylgruppe verbunden ist, einen Teil von einem dissymmetrischen 
System bildet, so daB in Gegenwart eines passenden Lisungsmittels 
und mit Hilfe eines geeigneten Katalysators das Gleichgewicht folgender- 
maBen sich verschieben kénnte: 


l- l- d- l- 

C,H, .CO.CO,.C,gHy+ C,H, .CO.CO, . Cg Hy (in gleichen Mengen) 
l- l- d- l- 

C,H,.CO.CO,.C,,H,+ CgH,.CO.CO, .C,)H), (inungleichen Mengen) 


Wenn ein Lésungsmittel gewahlt werden kénnte, bei dem eine 
solche Veranderung nicht augenblicklich eintritt, miBte sich die Drehung 
von 1|-Menthyl-benzoylformiat im Werte andern, wenn die Lésung 
stehenbleibt. 1-Menthyl-benzoylformiat wurde also in Athylalkohol 
gelést und die Drehung der Lésung in Abstinden bestimmt. Der Wert 
stieg bei gewéhnlicher Temperatur allmahlich von [a], 45,7° bei 
Beginn bis [a], = — 54,8°. Es wurde dann eine systematische Unter- 
suchung angestellt iiber den EinfluB verschiedener Losungsmittel auf 
die Drehung des Esters fiir drei Farben des Lichtes, nimlich Queck- 
silber griin (A = 5461), Quecksilber gelb (A = 5790) und Quecksilber 
violett (A == 4358). Fiir folgende Lésungsmittel wurde bei 25° keine 
Anderung beobachtet: Aceton, Anisol, Benzol, Chloroform, Methyl- 
alkohol, Isopropylatkohol, tert. Amylalkohol, sek. Octylalkohol und 
Allylalkohol. Die folgenden Lésungsmittel glichen dem Athylalkohol 
indem sie ein allmihliches Steigen der Linksdrehung bei 25° hervor 
brachten: n-Propyl-, n-Butyl-, Isobutyl und |-Amylalkohol. — In 
iitherischer Lésung wurde bei 2° keine Anderung beobachtet. Von 
den Lésungsmitteln, die einen Wechsel der Drehung bewirkten, sind 
die Werte in der folgenden Tabelle fiir Drehungszahlen nach Ein- 
stellung des Gleichgewichts berechnet. Die Zahlen fiir die optisch- 
aktiven Lésungsmittel sind nicht angefiihrt. 


Es muB beachtet werden, daB der Dispersionskoeffizient Queck- 
silber violett /Quecksilber griin einen ziemlich groBen Unterschied fiir 
die verschiedenen Lisungsmittel aufweist. Ob eine Entscheidung 
iiber das strittige Problem aus den Zahlen gezogen werden kann, ist 
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Dispersionen, 








(t 25°, ausgenommen Ather bei ¢ 2°. e¢ siehe Versuchsteil.) 
Losungsmittel Hig vistett Hg gelb Lésungsmittel Hig vielett | Hig gelt 
Hg grun Hg grin Hg griin Hg griir 
ee 1,694 0,878 Iso-propylalkohol . 1,731 0,885 
Anisol ..... 1.750 0.886 Tert. Amylalkohol 1.729 0.896 
ae ee 1,830 0,872 Allylalkohol . . 1,793 0,879 
Chloroform . . . 1,902 O.885 Athylalkohol. . . 1,746 0,898 
: | 1.740 0.890 Tso-butylalkohol . 1,754 0,885 
Methylalkohol. .|) 1757 | 0,802 | Atherr...... 1,604 | 0,898 


zweifelhaft. Der Dispersionskoeffizient Quecksilber violett /Quecksilber 
griin z. B. ist beinahe der gleiche fiir Methyl- und Athylalkohol 
welche sich aber im Verhalten gegeniiber den Estern voneinander 


unterscheiden. Indessen wurde méglicherweise mit jedem dieser 


Lésungsmittel annahernd derselbe Gleichgewichtszustand erreicht 
jedoch ist die ,,Adjuvance**! des Methylalkohols im Gegensatz zum 
Athylalkohol so groB, daB sich das Gleichgewicht plitzlich einstellt 


wihrend sich die Drehungsanderung mit Athylalkohol so viel langsamer 


volizieht, so daB sie polarimetrisch verfolgt werden kann. 


Eins der ersten Beispiele von asymmetrischer Synthese? wurde in 
den folgenden Reaktionen durchgefiihrt : 


C,H,.CO.CO,H — C,H;.CO.CO, . Cy Hyg 
C,H; OH C,H; OH 
—> C —p> CX 


CHs CO, . Cyo Hig CHy CO,H 


Ein Gemisch ungleicher Mengen der 1|-Menthyl-atrolaktinate 
entstand bei der Einwirkung von Methyl-magnesiumjodid auf l-Menthyl- 
benzoylformiat und nachfolgender Zersetzung der Additionsverbindung 


' Norris und Prentiss, Journ. Amer. chem. Soc. 50, 3042, 1928. 

* Dieser Ausdruck wurde manchmal anders als von Fischer, Marckwald, 
und Me Kenzie (s. Mc Kenzie und Walker, |. ¢.. FuBnote) gebraucht. Marck. 
walde Definition (B. 37, 1368, 1904) lautet: ,.Asymmetrische Synthesen 
sind solche, welche aus symmetrisch konstituierten Verbindungen unter 
intermediirer Benutzung optisch-aktiver Stoffe, aber unter Vermeidung 
jedes analytischen Vorganges, optisch-aktive Substanzen erzeugen‘. Die 
erste experimentelle Verwirklichung von asymmetrischen Synthesen mit 
Verbindungen von bekannter Konstitution wurde durchgefiihrt 1904 mit 
1-Valeriansiure (Marckwald) und 1-Phenyléthylglykolséure und Atrolaktin- 
siure (Mc Kenzie). Es ist nochmals darauf hinzuweisen, daB die Arbeit von 
Marckwald und Mc Kenzie (B. 32, 2130, 1899 und folgende Bande) iiber 
fraktionierte Veresterung und fraktionierte Hydrolyse von Stereoisomeren 
nicht unter die gegebene Definition fallt und von den Autoren selbst auch 
nicht als Beispiel fiir asymmetrische Synthese betrachtet wurde. 
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nit Wasser. Nach Verseifung des Estergemisches und vollstandiger 
Entfernung des Aktivierungsmittels., |-Menthol, wurde ein links 
drehendes Gemisch der enantiomorphen Atrolaktinsaiuren erhalten! 

LaBt man ein Grignardsches Reagens auf |-Menthyl-benzoy! 
formiat einwirken, so ist die Carbonylgruppe in a-Stellung sehr viel 
reaktionsfahiger als die Carbonylgruppe in CO, .C,,>H,,*. Zur 
Erklarung fiir die Steigerung der Linksdrehung in athylalkoholischet 
Lésung des Esters kann man als Argument vorbringen, daB Athy! 
alkohol eine Additionsverbindung bildet. etwa 


OC,H, 
CaH,—C—CO, . Cog la 
OH 


unter Entstehung eines neuen asymmetrischen Kohlenstoffatoms 
Auf dieser Basis kiénnen dann zwei Isomere mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit entstehen. Die |-, 1-Form kann den Vorrang vor der 
d-, 1-Form haben, wenn die Addition des Alkohols unvollstandig ist, 
und die beobachtete Steigerung der Linksdrehung kann damit erklart 
werden. Es ist indessen nicht nétig, anzunehmen, dab, wenn sich 
tatsiichlich eine Verbindung zwischen |-Menthyl-benzoylformiat und 
Athylalkohol bildet, diese Verbindung ein neues dissymmetrisches 
Zentrum darstellt, wie es von obiger Struktur gefordert wird. Andere 
Vorstellungen, ohne daB ein neues asymmetrisches Kohlenstoffatom 
entsteht, sind auch méglich. Bei unseren ersten Betrachtungen dachten 
wir an die sehr augenfallige Erklirung auf der Grundlage der Solvatation 
(Vereinigung von Substanz und Lésungsmittel), welche mit mebbarer 
Geschwindigkeit vonstatten geht. Dies ist die einfachste Erklarung 
und wir iibergehen sie auch nicht, obwohl es schwer ist, in ihrem Sinne 
das verschiedene Verhalten der Alkohole, die wir als Légungsmitte! 
benutzten, auszudriicken. Aber wir ziehen die andere Erklarung im 
Sinne der asymmetrischen Induktion vor, besonders bei Betrachtung 
der Resultate, die wir in der folgenden Arbeit beschreiben werden 
Es ist richtig, da8 ein Ester wie 1-Menthyl-formylphenylacetat CHO 
.CH(C,H;) .CO, . C19 Hy, in Chloroformlésung? eine geringfiigige Ande- 
rung der Drehung erleidet, aber diese Beobachtung kann auch einem 
desmotropen Wechsel zugeschrieben werden, wihrend ein derartiger 
Wechsel beim 1-Menthyl-benzoylformiat nicht méglich ist. Andererseits 
ist unter den sehr zahlreichen 1-Menthylestern, bei denen eine des- 


1 Mc Kenzie, Journ. Chem. Soc. London 85, 1249, 1904. 
* Mc Kenzie, l.c.; Roger, Journ. Chem. Soc. London 127, 518, 1925. 
2 Lapworth und Hann, Journ. Chem. Soc. London 80, 1491, 1902. 





462 A. Me Kenzie u. A. G. Mitchell: 


motrope Veranderung nicht méglich ist und die sehr eingehend von Cohe 
und Rupe beschrieben wurden, kein Beispiel, so weit wir uns auc! 
umgesehen haben, welches dasselbe Verhalten wie |-Menthyl-benzoy! 
formiat zeigt. 

Die folgenden Erwigungen méchten wir nur mit ausdriicklichem 
Vorbehalt wiedergeben. In einer Lésung von 1-Menthyl-benzoylformiat 
bildet die Carbonylgruppe in der a-Stellung einen Teil eines dissymmetri 
schen Systems, welches nur so lange bestiandig ist. als es in Verbindung 
mit der 1-Menthylgruppe ist, und nur dann, wenn der Ester tatsichlich 
in Lésung ist. Wird das Estergemisch 


I. l- d- I. 
C,H,.CO.CO,.C,)H,, (im UberschuB) und C,H;.CO. CO, . Cy Hy, 


mit alkoholischem Kali verseift, so ist die resultierende Benzoylameisen- 
siure nicht linksdrehend, weil, sobald das Menthol abgerpalten ist, das 
Kaliumbenzoylformiat von der sehr labilen in die stabile Form iiber- 
geht und dann die Racemisierung vollstandig ist. 


Die beobachtete Mutarotation ist im Lichte der asymmetrischen 
katalytischen Racemisierung nicht unerklirlich. In einer friiheren 
Mitteilung' war gezeigt worden, daB die Zugabe eines einzigen Tropfens 
alkoholischen Kalis zur athyl-alkoholischen Lésung von 1-Menthyl- 
d-phenyl-chloracetat (A) bewirkt, daB sich die Lésung in ein Gemisch 
von Diastereoisomeren verwandelt mit einem Ubergewicht von 
1-Menthyl-l-phenyl-chloracetat (B). Eine gleiche Lésung, die die 
Ester in den gleichen Mengenverhaltnissen enthalt. kann auch von (B) 


aus erreicht werden. Also: 


C,H; 
(A) H—C—Cl d- 
CO, -CyoHyy | CoH C,H; 
pees H—C—Cl d- + CI-C—H 
C,H; oa,.c.a. } CO,.C,.H,» 
(B) cl—C—H l- (im UberschuB) 


| 
CO, .CigHin }- 


Das Gemisch, das durch Katalyse aus (A) oder (B) entstand, gab in 
jedem Falle [a], 86° (in Athylalkohol), wahrend 1-Menthyl-dl- 


1 McKenzie und Smith, Journ. Chem. Soc. London 125, 1582, 1924. 
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phenylehloracetat {a}, 72° hatte. Die Geschwindigkeit der Katalyse 
st indessen bei (A) gréBer als bei (B). 

Wenn nun die Wirkung der I-Menthylgruppe im |-Menthyl-benzoy | 
formiat tatsichlich in einer asymmetrischen Induktion der Carbonyl! 
gruppe besteht, ist die Analogie mit den oben angefiihrten Um 
wandlungen hergestellt. Racemisiert (C) schneller als (D), so hat (D) 
in dem resultierenden Gemisch das Ubergewicht 


C,H 
Cc) co d 
CO, -CyoHyy 1 CoH, C,H 
a, O© d- + CO 1. 
C,H; CO, . CypHy, 1- CO, . Cyp Hy, |- 
(D) co l- (im UberschuB). 


60,.C. a, 1 


Das dissymmetrische System, mit dem die Carbonylgruppe ver 
bunden ist, kann auf zwei Wegen entstehen. 

1. Die Carbonylgruppe bildet eine semipolare Doppelbindung. 
Dr. S. Sugden war so freundlich, den Parachor von |-Menthyl]-benzoyl- 
formiat zu messen, wofiir wir ihm zu grobem Danke verpflichtet sind. 


Parachor von 1-Menthyl-benzoylformiat. 


M = 288.3, Dichtebestimmungen DiS 1,001,, Df? 0.9925. Div 
0.982,, DI 0.973,, woraus Di = 1,0561 — 0,000717 ¢ 


t 74,5° 9] 103 5° 121° 

y= 30,72 29.33 28.26 26.90 ° 

D 1.0027 0.9909 0.9819 0.9694 
Parachor = 676.9 677,2 677.0 677.3 


(Mittelwert 677.1) 


[P leet, = 677.1, [Plper. = 681.8. 


Die Differenz liegt innerhalb der Versuchsfehler und scheint zu 
beweisen, daB die C—O-Doppelbindung unpolar ist. 

Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit anderen Beob- 
achtungen, die Sugden an organischen Verbindungen mit Carbonyl- 
gruppen angestellt hat. Die Méglichkeit ist indessen nicht ausgeschlossen, 
daB sich die Natur der Bindung vom unpolaren in den semipolaren 
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Zustand durch ,,polare Aktivierung’’ umwandelt, wenn die V; 
bindung von Ruhezustand in den angeregten iibergeht!. 

2. Die Carbonylgruppe kann auf der Grundlage der Erlenmey: 
schen ,,Liickenformeln” dargestellt werden. Die Formulierung vw: 
hypothetischen Strukturen dieser Art entspricht dem Verlauf « 
erschépfenden Untersuchungen von Erlenmeyer an den Zimtsauren 
unter der Voraussetzung, daB solche Strukturen flieBende optisel 
Aktivitat besitzen kénnen, was aber nur in seltenen Fallen ermitte!t 
wurde. So entspricht der Zimtsaure die Formel C,H, . CHL .CHL 
.CO,H, wenn L eine Valenzbindung bedeutet, ohne daB damit 
irgendwelche Gruppen verbunden sind, welche jedoch die Saur 
zur Entfaltung einer enantiomorphen Struktur befaihigt. Auf dieser 
Basis laBt sich 1-Menthyl-benzoylformiat als 


L 
C,H,;,—C—C Og . Cy Hy, 
OL 


darstellen, wobei dann ein asymmetrisches Kohlenstoffatom zu dem 
bereits in der Menthylgruppe vorhandenen hinzukommt. Der Beweis 
der Existenz eines optisch-aktiven Benzaldehyds? bei Anwendung 
dieser Theorie auf Carbonyl-verbindungen auf Grund der Forme! 


L 
(,H,C—H 
O.L 


wurde von Wedekind® abgelehnt, welcher behauptete, dab Benz 
aldehyd unter keiner Bedingung optisch-aktiv werden kénne. Die 
meisten Chemiker waren iweifellos mit Wedekinds Folgerung ein 
verstanden; aber gleichzeitig darf man dabei nicht vergessen, dab 
Erlenmeyer genaue experimentelle Unterlagen dafiir gibt, daB rechts- 
drehendes Mandelsaurenitril (welches bei der Hydrolyse linksdrehende 
Mandelsaure ergibt) bei der Einwirkung von Kaliumeyanid auf eine 
alkoholische Lésung von Benzaldehyd entsteht, welche vorher mit 


1 Vgl. Lowry und Owen, Journ. Chem. Soc. London 606, 1926. Phillips 
(l.c.) hat gezeigt, daB der Athylester der p-Toluol-sulfinséiure optische 
Aktivitét auslésen kann, und auch bei anderen Verbindungen mit det 

SO-Gruppe ist seitdem von Phillips und seinen Mitarbeitern diese 
Eigenschaft entdeckt worden. Derartige Ergebnisse wurden damit erklart, 
da8 das Schwefelatom mit dem Sauerstoff durch eine semipolare Doppel- 
bindung verkniipft ist. 

2 Diese Zeitschr. 64, 382, 1914; 66, 509, 1914; 68, 351, 1915. 

8’ B. 47, 3172, 1914. 
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d-Weinsiure erhitzt wurde. In seiner ersten Mitteilung tiber diesen 
viegenstand beschreibt Erlenmeyer die Isolierung eines optisch-aktiven 
Benzaldehyds in stabiler Form, aber diese Behauptung wurde in den 
folgenden Arbeiten nicht bewiesen. Nichtsdestoweniger wurde aber 
auch die Nichtexistenz eines optisch-aktiven, verganglichen Benz 
ildehyds mit einer groBen Neigung zur Racemisierung unserer Meinung 
nach durch Wedekinds Versuche nicht erwiesen. 


In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, dali die neueren 
Methoden zur Darstellung von optisch-aktiven Ketonen durch Semi- 
pinakolin-umlagerung durch Schemata dargestellt werden, bei denen 
eine elektrische Ladung die Rolle einer Gruppe tibernehmen soll, die 
die dissymmetrische Konfiguration erzeugt. So wurde die Bildung 
von d-Methyl-desoxybenzoin aus 1-2-Methyl-2-amino-]: |-diphenyl- 
ithanol-(1) durch Semi-pinakolin-Desaminierung folgendermaBen ver- 
sinnbildlicht!: 


Ph Me Ph Me 
. SC—C > c—c 
Ph H Ph H 
OH NH, OH N:N 
O H 
Ph Me Me 
—» SCC — 4Ph.CO.CH 
Ph H Ph 
O 


Eine ahnliche Erklarung wurde fiir die Erhaltung der optischen 
Aktivitaét wiahrend der senii-pinakolinischen Dehydratation von 1-2-a- 
Naphthyl-2-oxy-1: l-dibenzyl-athanol-(1) gegeben?. 


_ Cols CH, o AnH; C,H, . CH, o AH, 
- C C —> 7C C 
C,H, . CH, H (C,H, . CH,/ H 
OH OH 0 
_ CH, . CoH 
> 1-C,H,.CH,.CO.CH 


Cho H, 


1 McKenzie, Roger wnd Wills, Journ. Chem. Soc. London 779, 1926; 
val. Mc Kenzie und Mills, B. 62, 284, 1929. 

2 Mc Kenzie und Dennler, B. 60, 220, 1927; vgl. Roger und Mc Kenzie, 
B. 62, 272, 1929. 


Biochemische Zeitschrift Band 208. 30 
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Vielleicht kann man auch die Erhaltung der optischen Aktivitat bx 
der Reaktion 
(,H;—CH—COOH 
1-CgH,.CHG.COOH -—»+ 4 
COOH—CH—(,H, 


hervorgerufen durch die Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid 
einer ahnlichen Ursache zuschreiben 

Wir nehmen daher an, daB bei der asymmetrischen Synthese de: 
]-Atrolaktinsiure aus 1-Menthyl-benzoylformiat die Carbonylgruppe in 
der a-Stellung des Esters eine asymmetrische Induktion bei der Bildung 
des Estergemisches 

l- l- d- l- 
C,H, .CO.CO,.C,,H,, und C,H, .CO. CO, . Cy, Hy, 


erleidet, wobei der erstere im Uberschu8 ist. Die Annahme wur«d: 
gemacht dab, ehe dieses Gleichgewicht  stabilisiert wurde, dir 
Carbonylgruppe in eine dissymmetrische Umgebung eintritt, entweder 
indem eine semipolare Bindung entsteht, oder auf andere Weise 
Wiahrend mit einigen Lésungsmitteln (z. B. Athylalkohol) die Mutarotation 
langsam eintritt und polarimetrisch verfolgt werden kann, stellt sich 
mit anderen Lésungsmitteln (wie Ather') das Gleichgewicht momentan 
ein. Bei der asymmetrischen Synthese tritt die Veranderung vor der 
Einwirkung des (rignardschen Reagens ein, und die so begonnene 
Linksdrehung schreitet dann weiter fort. Unsere Versuche scheinen 
also nicht unvereinbar zu sein mit Erlenmeyers Hypothese von der 
asymmetrischen Induktion, wie er sie selbst zur Erklarung der asym- 


metrischen Synthese anwendet?®. 


Versuchsteil. 


Von 1-Menthyl-benzoylformiat (Benzoylameisensdure-|-menthylester) 
wurden friiher folgende Drehungen in Athylalkohol angegeben *: 


| = 3, c= 4,7832, ay) — 4,25°, [al 44,4° 
Eine Probe des Esters, welche 23 Jahre lang aufbewahrt worden war. 
wurde wieder in aéthylalkoholischer Lésung untersucht (1 = 2, ¢ 4,7832). 
Unmittelbar nach der Auflésung wurde bei gewéhnlicher Temperatur der 
Wert ap — 4,35° beobachtet; nach 2 Stunden stieg er auf — 4,45°, nach 


24 Stunden auf 4,94°, nach 48 Stunden auf — 5,08° und nach 94 Stunden 
auf — 5,24°, also [a]Jp = — 54,8°. 


1 Mc Kenzie, Drew und Martin, Journ. Chem. Soc. London 107, 26, 1915. 
2 Diese Zeitschr. 97, 219, 1919; EB. und H. Erlenmeyer, ebendaselbst 


183, 52, 1922. 
3 Mc Kenzie, 1. ce. 
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Dann wurde eine neue Probe des Esters wie zuvor dargestellt. Das 
nach Entfernung des Menthols zuriickbleibende feste Rohprodukt wurde 
-weimal aus Athylalkohol umkristallisiert. Der Ester (Fp. 71.5 bis 72°) 
vab in Athylalkohol 1 = 2, ¢ = 4,761, ap = 4,35°. [alp 45,7°. 
Nach 1 Tage betrug bei gewéhnlicher Temperatur ap 5,08°, und 3 Tage 
spater ap 5,22°, also [alp 54.8°. Dieser Wert blieh nach weiteren 
2 Tagen unveraéndert. 


Eine Rotationsbest immung{des Esters in Aceton ergab: | 2,c = 4,802, 
ap = — 4,18°, [a]lp 43,5°. Eine Anderung wurde nicht mehr beob- 
achtet, wenn die Lésung noch 2 Tage stehen blieb. 


Da es méglich ist, gewisse optisch-inaktive Séuren durch die Kristalli 
sation ihrer ]-Menthyl-ester zu spalten, wenn die Umwandlungst emperatu 
derart ist, daB sich nicht ein partiell-racemischer Ester abscheidet, schien 
es nétig, sich zu vergewissern, ob eine etwaige Spaltung der Benzoyl- 
ameisenséure auf diese Weise festgestellt werden kénnte. Der Ester wurde 
also einer siebenfachen Kristallisation aus Athylalkohol unterworfen; e1 
gab dann [alp 42,9° in Aceton (c = 4,757). 2g dieses umkristallisierten 
Esters wurden mit 17 ccm alkoholischem Kali (0,52 n) verseift ; die wisserige 
Lésung des Kaliumsalzes, aus welcher das Menthol vollstandig entfernt 
worden war, war optisch-inaktiv. Die athylalkoholische Lésung (¢ = 4,753) 
anderte sich allmahlich wie zuvor in der Drehung. Der Endwert betrug 
alp 54,4° und wurde nach 3 Tagen erreicht. Nach der Einstellung des 
Gleichgewichts wurde die athylalkoholische Lésung ebenfalls verseift, mit 
einem geringen UberschuB von Kaliumhydroxyd, und es wurde das gleiche 
Resultat wie zuvor erhalten. 


Der EinfluB8 verschiedener Lésungsmittel auf die Rotation von 
|-Menthyl-benzoylformiat wurde dann mit Licht verschiedener Wellen- 
lingen untersucht: Quecksilber violett, Quecksilber griin und Quecksilbe: 
gelb. Die Lésungsmittel wurden getrocknet, fiir die Alkohole wurde Calcium - 
oxyd und Calcium benutzt. Einige der letzteren waren selbst optisch-aktiv. 
So wurde fiir n-Propylalkohol, der von verschiedenen Firmen bezogen 
wurde, in jedem Falle eine geringe Linksdrehung! gefunden, und diese 
Aktivitat ist zweifellos auf die Gegenwart einer geringen Menge von ]-Amyl- 
alkohol, welche durch fraktionierte Destillation nicht vollstandig entfernt 
werden kann, zuriickzufiihren. (Die Herren Kahklbaum teilten mit, dab 
ihr n-Propylalkohol durch sorgfaltige Fraktionierung aus Fuselél erhalten 
wurde.) Der von uns benutzte n-Propylalkohol wurde nach dem Trocknen 
fraktioniert. Er hatte einen Siedepunkt von 97 bis 98° und gab a#§,, — 040°, 
a3, — 0,38°, a2. — 0,70° (1 = 4). Der n-Butylalkohol, der uns zur Ver- 
fiigung stand, war augenscheinlich auch nicht ganz rein, er gab ast. 0,13°, 
e.. 0,12° und a%¥,. 0,16° (1 = 4). Der sekundar-Oktylalkohol des 
Handels ist bekannt als schwach linksdrehend*®. Der angewandte Alkohol 
hatte a3. — 0,21°, a33,, — 0,20°, a’... — 0,37° (I = 2). Der linksdrehende 
Amylalkohol, der von uns benutzt wurde, wurde aus Fuselél nach der 
Methode von Marckwald und Mc Kenzie dargestellt * und gab a®%,, 10,35°, 


1 Der n-Propylalkohol, der von Jones und Evans benutzt wurde (Phil. 
Mag. [V11] 5, 593, 1928), enthielt ebenfalls eine optisch-aktive Verunreinigung. 

2 Marckwald und Mc Kenzie, B. 84, 469, 1901. 

3 B. 34, 485, 1901. 


30* 
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a}, — 915° und a3. — 17,6° (1 = 2), wahrend der Wert fiir den optise! 
reinen Alkohol als ay 9,62° (1 2) angegeben wird. 


Die Lésungen wurden bereitet durch Schiitteln eimer gewogener 
Menge des Esters mit dem Lésungsmittel bei gewéhnlicher Temperatur un: 
Auffiillen auf ein gegebenes Volumen. Mit einigen Lésungsmitteln, wir 
Ather oder Aceton, trat die Lésung sofort ein. Ein Teil der Lésung wurde 
dann in ein zugedecktes Polarimeterrohr eingefiillt, welches von Wasse: 
von 25° durchflossen wurde, dann wurden die Ablesungen gemacht. Der 
Rest der Lésung wurde in einem Thermostaten auf 25° gehalten und nach 
Bedarf in Portionen in das Polarimeterrohr eingefiihrt. Wenn Alkohole als 
Lésungsmittel benutzt wurden, betrug die Zeit, welche von der Benetzung 
des festen Esters bis zur ersten polarimetrischen Ablesung fiir Hggra, 
verstrich, im allgemeinen ungefaéhr eine halbe Stunde. Die erste Ablesung 
fir Hgge» wurde etwa 15 Minuten, fiir Hgyioie, etwa 30 Minuten nach 
der ersten Ablesung fiir Hggran gemacht. In den Fallen, in denen sich 
die Drehung beim Stehen anderte, sind die Zeitangaben fiir die zweite 
Beobachtungsreihe von der ersten Ablesung fiir Hggra, an gerechnet. In 
jedem Falle wurde der Mittelwert von zehn Ablesungen fiir a notiert. Die 
Werte fiir {a} sind annéhernd richtig; jedoch wurde die erste Dezimalstelle 
nicht angegeben, da die Lésungen (mit Ausnahme von Ather) bei gewéhn- 


licher Temperatur bereitet wurden und dann bei 25° untersucht wurden. 
Mit Ather: | 4,¢ 2.2636, - 4,47°, [a - 49°. -_ - 3,96", 
(a? 90 44°, oo — 7,48°, [aBss6 83°. Diese Werte waren nach 


24 Stunden unverandert. 
Mit folgenden Lésungsmitteln verainderte sich die Drehung nicht, die 
Anfangswerte blieben nach 24 Stunden unverandert. 





oie Caiat AP oy (|? 590 ajiss [@]i8s. 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 

Aceton: 

l= ¢ 2.9988 2,94 —49 | —2.58 — 43 — 4,98 83 
Anisol: 

l 2, c — 38,0008 || — 2,63 —44 | —2,35 39 463 — 77 
Benzol: 

1= 2, « = 38,0000 | —282 —47 | —2,48 —41 —5,15 86 
Chloroform : | 

1= 2, ¢c = 8.0016 || — 3,68 — 61 — 3,27 54 — 6,94 116 
Methylalkohol: 

l , ¢ = 2.99386 || — 4,36 —73 | —3,87 —65 —/7,59 — 127 

I=4, ¢= O78 — 2,22 —74 | — 1,99 —66 | —389 | — 1380 
Allylalkohol : ! 

1= 2, ec = 8,0016 | — 3,48 —58 | —3,08 — 51 —6,24 —104 
/so-propylalkohol : 

1= 2, ec = 38,0014 | — 3,18 —52 | —2,79 46 —543 — 90 
Tert. Amylalkohol: 

i= ¢ 38,0010 | — 2,86 — 48 2,56 43 | —497 83 
Sec. Octylalkohol: 

i= e 8,0045 | — 3,20 — | — 2,87 - — 5,62 


Eine Drehungsinderung wurde in den _ folgenden Fallen _ be- 
obachtet : 
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aie [a 61 ao 59 [a }?5,, az} 8 ar 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
n-Propylalkohol: 
2, « 3,0020 3.41 — 3.038 5.98 
Nach 3'/, Std. 3,69 3,27 - 6,38 
— See 3.84 3,37 6.62 
(konstant) 
n-Butylalkohol : 
| 2, ¢ 2.9988 3,25 - — 2,87 5,70 
Nach 3%/, Std.. ; 3,46 — 3,07 - 6,06 
— eee 8.63 3,25 — — 6.38 
(konstant ) 
/so-butvlalkohol: 
| ae 2.998 3,29 55 2.92 49 5.83 “7 
Nach 4!'/, Std. — 353 59 6.19 103 
. = eg ‘ 3,63 61 3,22 54 641 197 
(konstant ) 
|-Amylalkohol : 
l 2, ¢ 2.9996 13.24 _— 11,69 22.56 
Nach 3! 2 Std : 13,42 11,79 — 22.89 
— a 13,62 11,95 — 23,13 
48 13.67 23.19 
(konstant) 
Athylalkohol: 
(=m. 4 2.9988 3,21 D4 282) —47 5.50 yp 
Nach 4 Std... oe 3.49| —58 - 3,04 51 5.94 9y 
aa , 3.55 59 313; —52 6.11 102 
_ Seren. .. 3.56 59 — 
| 4, « 2.9944 6,36 53 — 5,60 47 11.18 93 
Nach 4 Std. — 6,88 57 — 6,11 51 12.01 100 
 ~ ae 7.04; —59 — 6,35 53 12,29 193 


(konstant) 


Eine athylalkoholische Lésung, deren Drehung bei 25° den konstanten 
Wert erreicht hatte, wurde bei gewéhnlicher Temperatur zur Verdunstung 
gebracht. Dann wurde der feste Riickstand iiber Schwefelséure im Vakuum 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Riickstand hatte emen 
scharfen Schmelzpunkt von 71,5 bis 72° und gab in athylaikoholischer 


Lésung folgendes Resultat : 





«361 diver a2 yo | |Poo0 aise {a} 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
| 4, ¢ 2.9960 6,33 53 5,58 47 10,99 92 
Nach 4 Std. 6.87 57 — 5,99 59 11.69 4S 
are 7,12 59 §,30 53 12,32 103 


Die Drehung wurde auch mit einer Lésung des urspriinglichen Esters 


bestimmt (mit c¢ 1.0000), welche mit Athylalkohol bei 7° hergestellt 
wurde. Der Anfangswert fiir Hggran betrug a’ 1,97° (1 4), und nach 
24 Stunden wurde a’ 2.54° abgelesen, ein deutliches Steigen, wenn 


man die schwache Konzentration der Lésung in Betracht zieht. Die Muta 
rotation kam also starker zum Ausdruck, wenn die Temperatur niedrig 


gehalten wurde. 
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Zusammenfassung. 


1. Die optische Aktivitat von 1-Menthyl-benzoylformiat wurde i: 
15 verschiedenen Lésungsmitteln mit Licht von drei verschiedene: 
Wellenlangen untersucht. 

. 2. Mutarotation wurde in folgenden Lésungen beobachtet: Athy! 
alkohol, n-Propylalkohol, n-Butylalkohol, [so-butylalkohol und 1-Amy! 
alkohol. 

3. Eine Erklarung fiir die Mutarotation von | Menthyl-benzoy! 
formiat und auch von der asymmetrischen Synthese der |-Atrolactin 
siure aus diesem Ester wurde auf Grund der asymmetrischen katalyti 
schen Racemisierung und der asymmetrischen Induktion gegeben 











yti- Studien iiber asymmetrische Induktion. 


ll. Mitteilung: 


Der Einflu8 von Lisungsmitteln auf die optische Aktivitit der Menthyl- und 
Bornylester von a-Ketonsiuren. 


Von 
Alex. Me Kenzie und Agnes Gellatly Mitchell. 


Aus dem Chemischen Laboratorium des University College, Dundee, 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 1. Mdrz 1929.) 


Die in der vorstehenden Mitteilung beschriebene Arbeit wurde 


nach verschiedenen Richtungen hin erweitert. 


Der Einflu8 von Lisungsmitteln auf die optisehe Aktivitit des 1-Bornyl- 
benzoylformiats (Benzoylameisensiure-l-bornylester). 

Der Umfang der asymmetrischen Synthese von |-Atrolactinsaure 
bei der Einwirkung von Methylmagnesiumjodid auf 1-Bornyl-benzoyl- 
formiat! war sehr gering. Das Siuregemisch ergab den geringen Wert 
von [a], - 1,9 in athylalkoholischer Lésung, wahrend unter ver- 
gleichbaren Bedingungen das Gemisch aus 1]-Menthyl-benzoylformiat 
a|p — 95° zeigte. Im Hinblick auf unsere in der vorangehenden 
Mitteilung wiedergegebenen Anschauungen schien es méglich, falls 
ein geeignetes Lésungsmittel fiir 1-Bornyl-benzoylformiat gewahlt 
werden kénnte, in welchem der Ester seine Drehung beim Stehen 
andert, dab die Mutarotation betrachtlich weniger deutlich sein kénnte 
als mit 1-Menthyl-benzoylformiat. Diese Erwartung wurde durch den 


Versuch bestatigt 





|-Bornyl-benzoylformiat wurde wie friiher (l.c.) angegeben her- 
gestelit Das angewendete Borneol wurde aus Blumea balsamifera 


| Mc Kenzie, Journ. Chem. Soc. London 89%, 365, 1906. 
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erhalten und gab (al, 38,1" (¢ 8.0005) in Toluol. Der von Halle; 
angegebene Wert betragt [a], 37.879. Die verschiedenen Bestin 
mungen im Rahmen dieser Abhandlung wurden in der gleichen Weis 
ausgefiihrt wie in der vorangegangenen Arbeit. ausgenommen, dal div 
Zeit, die von der ersten Zugabe des Lésungsmittels zum Ester bis zu 
ersten Polarimeterablesung fiir Hg,,, verstrich, im allgemeine: 
ungefahr 15 Minuten betrug: die erste Ablesung fiir Hg,,,,, wurd 
ungefihr 5 Minuten und fiir Hg,,.,... ungefahr 10 Minuten nacl 
der Anfangsablesung fiir Hg,,.,, gemacht 


Bei folgenden Lésungsmitteln wurde keine Mutarotation beob 
achtet, die Anfangswerte blieben nach 24 Stunden unverindert 





aoe) {@) 361 arto [@]? 209 a} 8 L iF . 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
Aceton: 
l 2. ¢ 3.0175 1.87 31 1.69 I8 3.25 a4 
Benzol : 
l 2,¢ 4,0042 2,03 25 1.81 23 3.50 44 
Chloroform : 
l a 4 3,0012 3.96 — 33 3.54 29 7.02 aS 


Eine sehr geringe Mutarotation schien mit Athylalkohol vorhande: 





zu sein: 
aie [«]? $61 a3 bog [a] 28 uo a2} os [a]}?5.. 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
] 4. « 2.9976. . —366 —83l1 3,33 28 6.36 53 
Nach 4! |, Std. (konstant) 3.75 —3l 3,37 28 6.59 — 54 


Eine deutliche Anderung der Drehung wurde in folgenden Fallen 





beobachtet : 
ate iatn adeon [a]?4a0 at ss (a }Fis8 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
Methylalkobol : 
l 4, ¢ 2.9988 — 3,83 32 3,37 28 6.66 56 
Nach 34/,Std.. . . 4.01 33 — 3.57 30 6.91 | —5S 
(konstant ) 
1= 4, ¢ = 83,0028 — 3,82 32 — 3,35 28 — 6,61 55 
Nach 2%/, Sta... .|—4,08' —84 |—855| —80 6.94) — 5s 


(konstant) 


' CG. r. Acad. Sciences 112, 143, 1891. 
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aie: ate no ath. 
Grad Grad Grad 
n-Propylalkobol * : 
(l le eee 0,40 (— 3,71) 0,38 0,70 
l is 38,0006 —4,11 (— 3,79) 8.63 (— 3.25) 6.99 (— 6.29) 
Nach 4 Sid ; 4.19 (— 3.86) 3.75 (— 3,37) 7,22 (— 6,52) 
24 . ; 4.26 3.78 (— 3.40) 7.27 (— 6.57) 


(konstant ) 


* Bei optisch-aktiven Losungsmitteln sind die beobachteten Drehungen der Alkohole selbst 
angefiihrt. Die in Klammern beschriebenen Werte fiir « sind die beobachteten Winkel minus 
den Winkeln der Lésungsmittel selbst. Ebenso sind bei dem spater beschricbenen isomeren 
d-Ester die Winke! der Lésungsmittel zu den beobachteten Drehungen hinzuaddiert. Der Vergleich 
zwischen den beiden Estern ist so klarer wiedergegeben. 





a7 36) a? ” x 
Grad Grad Grad 
n-Butylalkohol : 
(l oe . F O13 0,12 O16 
] 4 ¢ 2.9966) | — 3.85 (— 3,72) —3,45\ 3 33) 6.64 (— 6.48) 
Nach 4Std. : 3.90 (— 8.77) 3.50 (— 3.38) 6.71 (— 6.55) 
me i, 4.04 | 3.91) 3.62 | 3.50) 6.93 ¢ 6.77) 
(konstant ) 
/so-butylalkohol: 
a a: 6 «26s 0,06 0,038 — 013 
] 4, « 8.0036 3.78 (— 3.72) — 3.36 (— 3.33) 6.60 (—6,.47) 
Nach 4Std. .. 3,86 (— 3.80) 3.42 (— 3,39) 6,73 (— 6,60) 
24 a . - 4.00 ( 3.94 ) 3 52 { 3.49 h 9D ( 6.77) 
(konstant) 
Amylalkohol (Handels- 
produkt): 
ad ees 4,80 4,27 8.12 
l 4, « 3,0008 8.47 (— 3,67) 7.49 (— 3,22) 14.44 (— 6.82) 
Nach 3Std. . . .| — 8,56 (— 3,76) 7.54 (— 3,27) 14,52 (— 649) 
Se 8.67 (— 3,87) 7.65 (— 3.38) 14.69 (— 6.57) 


(konstant) 


Wenn man die obigen polarimetrischen Ergebnisse mit denen in 
der vorangehenden Abhandlung vergleicht, so kann man feststellen 
daB sich die 1-Menthyl- und |-Bornyl-ester darin unterscheiden, da} 
die Mutarotation bei letzterem in athylalkoholischer Lésung viel 
weniger ist. Die Mutarotation bei letzterem Ester in n-Propy! 
n-Butyl- und Isobutylalkohol ist auBerdem viel weniger ausgesprochen 
als mit dem ersteren Ester. Z. B. andert sich fiir n-Propylalkohol und 
|.Bornyl-benzoylformiat in 3°, iger Lésung der Wert a;,,, von — 4,11 
auf — 4,26° (1 — 4), wihrend sich der Wert a,,., von l-Menthyl-benzoyl- 
formiat unter vergleichbaren Bedingungen von —- 6.82 auf 7,68° andert 
Unsere Voraussage konnte also experimentell verwirklicht werden 


Nebenbei wurde wieder die Phototropie von 1|-Bornyl-benzoyl- 
formiat beobachtet. Es wurde erwahnt (1. c.). daB der farblose Ester 
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eine Ockerfairbung annimmt und daB die Farbe verschwindet, wen 
man die gefiirbten Kristalle ins Dunkele bringt. Der farblose Ester 
schmilzt bei 40 bis 41°, setzt man ihn jedoch dem Sonnenlicht aus 
so ist der Schmelzpunkt des gelblichen Koérpers ziemlich wnscharf 
nimlich 32 bis 39°. Nichtsdestoweniger stimmte die Drehung der 
alkoholischen Lésung des letzteren Korpers tiberein mit der des farb 
losen Korpers. Der Wert betrug [4 |5461 31° (¢ 3.017). Die 
Lésung war nur schwach gelb. 


Der Einflu8 von Liésungsmitteln auf die optische Aktivitit von d-Bornyl- 
benzoylformiat (Benzoylameisensiure-d-bornylester). 

Obwohl das kaufliche rechtsdrehende Borneol, welches durch 
Reduktion von d-Campher dargestellt wird, aus prachtvollen Kristallen 
besteht, ist es sehr unrein und besteht aus Mischkristallen von d- Borneo] 
und |-Isoborneol. Es ist nicht praktisch, das d-Borneol durch Um. 
kristallisieren aus diesem Gemisch darzustellen, welches oft als reine 
Substanz angesehen und als soleche verwendet wurde. Das Handels- 
produkt, welches zur Verfiigang stand, hatte [a], . 26° (c = 8,029) 
in Athylalkohol, waihrend d-Borneol ein [a], + 37° besitzt. Wir 
sind Herrn Dr. J. D. M. Ross sehr zu Dank verpflichtet fiir die Uber 
lassung einer Probe von optisch reinem d-Borneol, welches auf folgende 
Weise bereitet wurde: Eine Lésung der Mischkristalle wurde mit Chlor- 
zink erhitzt und die Substanz in das sauere Phthalat itibergefiihrt 
Dieses wurde gereinigt durch Umsetzung mit 1-Menthylamin-hydro- 
chlorid und Umkristallisieren des gebildeten Salzes aus Aceton. Dieses 
Salz gab bei der Zersetzung den sauren d-Bornylphthalsaure-Ester 
und dann durch Verseifung d-Borneol. Das d-Borneol, welches fiir 
die Darstellung ces in der voriiegenden Untersuchung beschriebenen 


d-Bornylesters angewandt wurde, besaB [a]}} + 37,5° (c = 8.0215) 
in Toluol. Der von Pickard und Littlebury' angegebene Wert be- 
tragt [a], 37,7° (c = 11,258) in Toluol. 


Der d-Bornyl-ester wurde aus Benzoyl-ameisensaure nach der 
bereits fiir das ]-Lsomere*® beschriebenen Methode bereitet. 


d- Born yl-benzo yljormiat, 
C,H;.CO.CO,.C,,H,,, scheidet sich aus der athylalkoholischen 
Lésung in farblosen, glasartigen Prismen ab und schmilzt bei 40 bis 41°. 
Wie der |-Ester ist es phototrop. 

C,H 0, ber.: C = 7 

eef.: Caz 7 


% H=7 
%, H = 7, 


oO 


or 
Y 


0 
o- 


os 


L 
to 


! Haller, C. r. Acad. Sciences 108, 456, 1889; Pickard und Littlebury,. 
Journ. Chem. Soc. London 91, 1974, 1907. 
2 McKenzie, 1. c. 
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Bei folgenden Lésungsmitteln wurde keine Mutarotation beob 


achtet, die Anfangswerte blieben nach 24 Stunden unverandert. 





ate) [@ |?h61 
Grad Grad 
Aceton: 
l 2, « 3,009 + 1.58 31 
Benzol : 
i=2. e 4.008 1- 2.2 + 2h 
Chloroform : 
=< ¢ 2.998 + 3.98 +. 33 
Methylalkohol : 
i=4& C€ 2. 4 + 4.01 + 33 
l 4, c — 38,0036 t 4.02 4. 33 


aby 


Grad 


+ 3.60 
t. 3.62 


Ebenso wie bei dem |-Ester wurde mit 


schwache Mutarotation festgestellt 


ire 


Grad 


249 


+ 30 


+ 30 
L 3 


y 
as 


4355 


Grad 


+ 6.97 


+ 6.87 


- 6.9) 


[Jie 


Grad 


+ 47 


+ Oi 


Athylalkohol eine seln 





aie) [«]? S63 
Grad Grad 
l 4. ¢ 3.0006 . + 3.71 + 31 
Nach 3 Std. (konstant) + 3,79 + 32 


2 
aA 790 


Grad 


+ 3,30 
+ 3.36 


| @ 12240 


Grad 


+ 27 


1 98 


» 
az 


1358 
Grad 


+ 6.40 
+ 6,50 


[a }2%... 


Grad 


+ 53 


4 


Kine deutliche Anderung der Rotation wurde in folgenden Fallen 


beobachtet. 





La] 


461 
Grad 
n-Propylalkohol : 
a ee ae . — O40 
l 4, ¢ 2.9974 + 3,28 (+ 3,68) 
Nach 4Std. .. +3839 (+ 3,79) 
oo ; + 345 | 3.85) 
(konstant) 
n-Butylalkohol: 
(1 Re a 0.13 
l Se 2.994 + 3,58 (+ 3,71) 
Nach 31/,Std.. . . + 3.66 (+ 3,79) 
eo te ee a + 3.78 (+ 3.91) 


(konstant) 
/so-butylalkohol : 


(1 a re 0.06 

l 4. ¢ 3.0056 + 3.68 (+ 3,74) 

Nach 41/,Std.. . . + 3,79 (+ 3,85) 
SS 6S 1387 (+ 3.93) 


(konstant) 
Amylalkohol (Handels- 


produkt) (1 = 4) 4,80 

] ie 2.998 0,88 (+ 3,92) 

Nach 2?/, Std. . : 0.79 (+ 4,01) 
~~ hae 0,70 (+ 4,10) 


(konstant) 


[a]? 80 [ «}?4 s 
Grad Grad 
- 0.38 0.70 
+291 (+3,29) + 5,68 (+ 6.38) 
-- 3,04 (+ 3,42) + 5.88 (4+ 6,53) 
8.05 ¢ 8.43) tH ¢ 6.65) 
0.12 O16 
+ 3.20 (+ 38,32) + 6.19 (+4- 6.35) 
+ 3.25 (+ 3,37) 4+ 6,31 (4 647) 
3.32 (+ 3,44) . §.47 6.63) 
0,03 O13 
+ 3,27 (+ 3,39) + 6,27 (4 6.40) 
+ 335 ( 3.38) + 638 (+ 6,51) 
+ 3.44 (+ 3,47) L 6.59 (4+- 6.72) 
— 4,27 8.12 
0.76 (4- 3,51) 1.38 (+ 6.74) 
—~ 0.72 ¢ 3.55) 128 (+ 6,84) 
0.64 (+ 3.63) 1.05 (+ 7,07) 
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen fiir den |-Ester. » 
erscheint die Ubereinstimmung sehr gut, wie es auch zu erwarten wat 
ausgenommen bei der Anwendung von Methylalkohol und kautlichem 
Amylalkohol als Lésungsmittel. Ein ratselhafter Punkt tauchte hier 
auf. Mit dem |-Ester wurde in Methylalkohol eine deutliche Muta 
rotation beobachtet, wahrend mit dem d-Isomeren keine Mutarotation 
festgestellt wurde. Beide Ester erreichten denselben Endpunkt. Dieses 
Ergebnis wurde mit der gleichen Probe der Ester in jedem Falle be 
kraftigt. Dann wurde von jedem Ester eine neue Menge bereitet 
Jetzt verhielt sich der |-Ester genau so wie der d-Ester in Methylalkoho! 





aie) Ka isty a}, [a }?3a0 att. ree 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
|-Kster: 
| 4, « 2.9952 4.01 33 3,53 29 6.83 57 
d-Ester : 
l 4, ¢ 2.9984 + 4,04 + 34 + 3.58 + 30 - 6.82 + 57 


Ebenso interessant ist die Diskrepanz der Werte fiir die zwei Ester 
in kauflichem Amylalkohol. Der angewandte Alkohol war natiirlich 
ein Gemisch und die erhaltenen Resultate regen zu einer Untersuchung 
iiber das Verhalten jedes der beiden Ester in einem reinen, optisch- 
aktiven Alkohol an, falls sich ein Alkohol finden 1a6t, der Mutarotation 
hervorruft. 


r-Bornyl-benzoylformiat. 


Eine Mischung von 0,511 g 1|-Bornyl-benzoylformiat und 0,511 g 
des d-Esters wurde mit Athylalkohol auf 50 cem aufgefiillt. Die Lésung. 
die in einem 4-dem-Rohr keine optische Aktivitat zeigte, wurde auf 
ein kleines Volumen eingeengt und mit Wasser versetzt, dann wurde 
der Niederschlag aus Athylalkohol umkristallisiert. 

r-Bornyl-benzoylformiat scheidet sich in Prismen mit Pyramiden- 
enden ab und schmilzt bei 40 bis 41°; das ist der gleiche Schmelzpunkt 
wie bei den optisch-aktiven Isomeren 


Asymmetrische Synthese von d-Phenyl-dth yl-glykolsdure. 


Da niemals eine asymmetrische Synthese einer substituierten 
Glykolsaure beschrieben worden ist, bei der eine rechtsdrehende Gruppe 
den richtenden Einflu8 ausiibt, wurde Athylmagnesiumjodid mit 
d-Bornyl-benzoylformiat (6 g) zur Reaktion gebracht, ahnlich wie es 
bereits fiir den ]-Ester! beschrieben worden ist. Die erhaltene wisserige 


1 Mc Kenzie, Journ. Chem. Soc. London 89, 365, 1906. 
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Lisung von phenyl-athyl-glykolsaurem Kalium hatte [a], + 3,2 
c — 4,639), waihrend das Salz aus dem |-Ester bei einer héheren Kon 
zentration (c 17,052) [a]p 3.2° zeigte. Die Saure war ebenfalls 
rechtsdrehend. 


Der Einflu8 von Lisungsmitteln auf die optische Aktivitét von 1-Menthyl- 
hyruvat (Brenztraubensiure-l-menthylester). 


In der vorangehenden Mitteilung wurde tiber die asymmetrische 
Synthese der 1-Atrolaktinsiure aus 1|-Menthyl-benzoylformiat und 
Methylmagnesiumjodid berichtet. Wenn nun |-Menthyl-pyruvat und 
Phenylmagnesiumbromid angewandt wurden, war die entstandene 
Atrolaktinsaure rechtsdrehend!. Die Synthese verlief in der folgenden 
Weise : 

CH,.CO.CO,H — CH,.CO.CO,.CiHyy 
C,H OH CgsH,~ , OH 


&~(’- —> 


CH, “CO, . CogHas Ci,~ “OO,8 


_ 


Wenn man die in der vorhergehenden Abhandlung gegebene 
Erklarung annimmt, erscheint es wahrscheinlich, dab 1-Menthyl.- 
benzoylformiat und 1|-Menthyl-pyruvat sich in Lésungsmitteln, in 
denen Mutarotation eintritt, verschieden verhalten. Bei |-Menthyl- 
benzoylformiat wurde die Rotation in gewissen Loésungsmitteln starker 
linksdrehend. Wir sahen voraus, daB 1-Menthyl-pyruvat sich anders 
verhalten wiirde und eine Abnahme der Linksdrehung ergeben wiirde. 
Der Versuch bestatigte diese Vermutung. 

Das angewandte |-Menthyl-pyruvat hatte a}* 45,91° (1 = 0,5). 

In Methyla!kohol wurde keine Mutarotation beobachtet : 

l= 4, c= 3,0026, a®,, 11,15°, [a}Bees 93°, 
Dieser Wert war nach 24 Stunden unverandert. Ein Fallen der Links- 
drehung wurde beobachtet bei Athyl- und /sopropylalkohol. 





a? te) Caiety AP} 96 [«]?90 ae [a ]ihce 
Grad Grad Grad Grad Grad Grad 
Athylalkohol : 
l 4, ¢ 3,013. —1253 —104 10,88 90 21,77 181 
Nach 41), Std... . 11,42 9 — 10,02 83 19.32 — 160 
WE Gg «cw — 11,38 44 — 9,97 83 19,18 159 


(konstant) 
/so-propylalkohol : 
l 


4, ¢ 38,0008 —12.57 105 
Nach 3Std.... — 12,35 - 103 
24, 12.26 102 


(konstant) 


1 Me Kenzie. Journ. Chem. Soc. London 89%, 365, 1906. 
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Der Einflub von Liésungsmitteln auf die optische Aktivitét von I- und 
d-Brenztraubensiure-bornyl-ester. 


Mit diesen Ergebnissen fiir 1-Menthyl-pyruvat vor uns war da 
Verhalten von |-Bornyl-pyruvat gegeniiber Lésungsmitteln in gleiche: 
Richtung vorausgesagt. 

Wir haben eben gesehen, daB bei der Auflésung von |-Borny! 
benzoylformiat in bestimmten Lésungsmitteln die Lésung beim Stehen 
stiirker linksdrehend wird, und das wurde als Zeichen fiir einen Uber 

I. l- d- 1. 
schuB von C,H,.CO.CO,. C,,H,, tiber C,H, .CO.CO,.C,,H,, ge 
deutet, wenn das Gleichgewicht erreicht ist. Wenn man nun die zwei 
folgenden Umwandlungen vergleicht 


; et ts om. ,, 08 
I-CgHs .CO.CO,. Cy Hy Gaye? | CH, -C- ~CO,H’ 
CH, ~ ,, OH 
1-CH,.CO.CO,. Cy) Hy, amine d- CoH, -C- ‘CO,H’ 


so scheint es wahrscheinlich, daB, wenn an |-Bornyl-pyruvat eine 
Mutarotation entdeckt wird, das Gleichgewicht sich bei einem Uber- 
d- l- l- l- 
schuB von CH,.CO.CO,.C,,H,, ttber CH, .CO.CO, . C,,H,, ein- 
stellt. 1-Bornyl-pyruvat miiBte sich also von 1-Bornyl-benzoylformiat 
verschieden verhalten. Dies wurde experimentell bestatigt. Eine 
aithylalkoholische Lésung von 1-Bornyl-pyruvat nahm beim Stehen 
in der Linksdrehung ab. 


Ein nach friiheren Angaben! dargestelltes |-Bornyl-pyruvat hatte 





ay) — 10,82° (1 0,2). Das d-Bornyl-pyruvat wurde in gleicher Weise 
aus optisch reinem d-Borneol bereitet und hatte a}? L 10,76° (1 0,2). 
C,,H,,0,. Ber.: C = 69,6%, H = 9,0%; 
gef.: C 69,4°., H 9,2 %. 
Es wurden folgende Drehungen beobachtet : 
a: 95 
lsBornyl-pyruvat #5461 ist 
Grad Grad 
In Benzol: | 4, ¢ | ae 5,83 — 49 
Methylalkohol: | 4, « 38,0016. . 5,17 43 
». Athylalkohol: | 4, ¢ 3,006 . . ~~ 6,65 — 55 
Nach 3'/,Std. .... “tee re — 5,88 49 
‘ a I Oe i olin a. olin 5,79 48 
a RU Nate So Be Le al ee — 561 47 


1 Mc Kenzie und Wren, Journ. Chem. Soc. London 89, 688, 1906. 
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d-Bornyl-pyruvat aie, Co iety 

Grad Grad 

in Benzol: | 4, « SOE ai aia) Sa ie + 586 + 49 
Methylalkohol, | 4, 83,0016. . + 5.19 }. 43 
Athylalkohol, | 4. « 3.0138 + 6.18 + 51 
Nach 3/, Std. + 5.69 1 47 
é 5.68 47 


ms 


Die Werte fiir die Drehungen der beiden Ester in Benzol und in 
Methylalkohol befinden sich also in bester Ubereinstimmung. und in 
beiden Fallen wurde keinerlei Mutarotation festgestellt. Der Vergleich 
beider Ester in Athylalkohol ist sehr interessant. /-Bornyl- und 
d-Bornyl-pyruvat verhalten sich nicht wie enantiomorphe Substanzen, 
wie sie es eigentlich streng genommen tun sollten. Derselbe Endpunkt 
der Drehung wurde in beiden Fallen annihernd erreicht, aber der 
Anfangswert fiir den |-Ester (der 10 Minuten nach der ersten Zugabe 
von Athylalkohol genommen wurde) betrug dss; 6.65°, wahrend 
der Anfangswert fiir den d-Ester (10 Minuten nach der ersten Athy! 
alkoholzugabe genommen) 6.18° war. bei gleicher Konzentration 
Diese Divergenz in az,,, geht natiirlich weit tiber die Versuchsfehler 
hinaus. 

Die Bestimmungen fiir Athylalkohol wurden demgema8 wiederholt, 
und zwar mit denselben Proben des Esters wie zuvor 








a?’ a?>. 
Ile-Bornyl-pyruvat 5461 d-Bornyl-pyruvat 461 
Grad Grad 
| 4, « 83,0058 — 6,67 l 4, « 3.0016 .. + 6.14 
Nach 3'/, Std. 5,86 Nech 28td. .... + 5,70 
a a i 5.75 a « ade Ne + 5.69 
24 5,62 








Der Einklang dieser Ergebnisse mit denen der ersten Bestimmungen 
ist volkkommen. Es wurde auBerdem beobachtet, daB sich das Gleich- 
gewicht beim d-Ester nach 2 Stunden einstellte, wahrscheinlich sogar 
noch friiher, wihrend sich die Drehung des 1-Esters noch nach 
5¥, Stunden anderte. 

Unter den angewendeten Versuchshedingungen ist somit einwandfrei 
gezeigt worden, dag die Geschwindigkeit der Mutarotation des 1-Esters 


verschieden ist von der des d-Esters. 


Theoretisch scheint es unbegreiflich, daB man ein neues Ergebnis 
wie dieses erhilt, wenn die Versuchsbedingungen tatsichlich genau 
die gleichen sind. Alle in dieser und der vorangehenden Mitteilung 
beschriebenen Mutarotationen sind zweifellos der Gegenwart irgend- 
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eines Katalysators zuzuschreiben. Ist es nicht méglich, daBb der Kata 
lysator beim d-Bornyl-pyruvat in gréBerer Menge vorhanden ist als 
beim |-Isomeren und die Wirkung infolgedessen beschleunigt ’ Folgend: 
Beobachtung begiinstigt diese Annahme. Eine Mischung von 1,5 ¢ 
|.Bornyl-pyruvat und 1,5 g d-Bornyl-pyruvat wurde mit Athylalkoho! 
auf 50cem gebracht. Die Lésung wurde in einem 4-dem-Rohr unter 
sucht und war bei sofortiger Untersuchung optisch inaktiv, sie 
brauchte bis zur Einstellung des Gleichgewichts nicht 24 Stunden 
zu stehen. 

Wie zuvor beschrieben, ergab sich ein ahnliches Verhalten, wenn 
die Lésungen von 1-Bornyl-benzoylformiat und d-Bornyl-benzoyl- 
formiat in Methylalkohollésung untersucht wurden. Der |-Ester zeigte 
Mutarotation in Methylalkohol, wahrend sie beim d-Ester nicht auftrat. 
Aber die Ergebnisse mit den Bornyl-pyruvaten sind viel auffallender. 


Zusammenfassung. 


1. Bei den Lésungen von 1-Bornyl-benzoylformiat wurde in Aceton, 
Benzol und Chloroform keine Mutarotation entdeckt. Eine sehr schwache 
Mutarotation trat mit Athylalkohol ein. Eine deutliche Mutarotation 
wurde mit n-Propyl-, n-Butyl-, Iso-butyl- und Handelsamylalkohol 


beobachtet. 

2. Die gleichen Feststellungen wurden mit d-Bornyl-benzoyl- 
formiat gemacht. 

3. Die Mutarotationen beider Ester waren betrachtlich weniger 
ausgesprochen als mit 1-Menthyl-benzoylformiat. 

4. 1-Bornyl-benzoylformiat und d-Bornyl-benzoylformiat ver- 
hielten sich gegen Methylalkohol verschieden. Unter den angewandten 
Versuchsbedingungen wurde bei ersterem eine Mutarotation fest- 
gestellt, bei letzterem nicht. 

5. Die asymmetrische Synthese von d-Phenyl-athyl-glykolsaure 
laBt sich durch Einwirkung von Magnesiumithyljodid auf d-Bornyl- 
benzoylformiat durchfiihren. 

6. In Methylalkohol wurde bei 1-Menthyl-pyruvat keine Muta- 
rotation beobachtet. Sie trat jedoch mit Athyl- und Isopropylalkohol 
ein. Bei l-Menthyl-pyruvat nahm die Linksdrehung in Athylalkohol 
ab, bei 1-Menthyl-benzoylformiat nahm sie zu. 

7. 1-Bornyl-pyruvat und d-Bornyl-pyruvat gaben in Benzol und 
Methylalkohol keine Mutarotation. 


8. 1-Bornyl-pyruvat und d-Bornyl-pyruvat verhielten sich gegen 
Athylalkohol verschieden. Die Drehung fiel in beiden Fallen, aber 
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lie Geschwindigkeit der Mutarotation war nicht identisch, obgleich die 
Versuchsbedingungen offensichtlich dieselben waren. 

9. Vom Standpunkt der asymmetrischen katalytischen Racemi- 
sierung und der asymmetrischen Induktion wurden gewisse Voraus- 
sagen gemacht, die experimentell verwirklicht wurden. Auf Grund von 
Selvatation allein konnten viele der in dieser Abhandlung erhaltenen 
Resultate nicht vorausgesagt werden. 


Unser besonderer Dank gebiihrt dem Carnegie-Trust der Schottischen 
Universitaten fiir die Unterstiitzung, die er uns bei der Ausfiihrung der in 
dieser und der vorhergehenden Abhandlung beschriebenen Arbeit zuteil 
werden lieb. 
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Die stereochemische Spezifitat der Sulfatase. 


(Uber Sulfatase. XI.) 
Von 
Claude Fromageot! (Paris). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. Mdrz 1929.) 


In den letzten Jahren sind éfters Bestrebungen aufgetaucht. die 
darauf hinausgehen, die Anzahl sowie den Begriff der Fermente ein 
zuschranken und den Effekt der Enzyme auf besondere Zustands- 
formen trivialer Kérper oder auf die Betatigung unspezifischer Kata- 
lysatoren zuriickzufiihren. Ist diesen Versuchen bisher auch der Erfolg 
versagt geblieben, so ist es doch nicht iiberfliissig, gerade Fermente 
mit sehr einfachen Wirkungseffekten erneut auf ihre wahre Enzym- 
natur zu priifen. Fiir ein gutes Kriterium der realen Existenz eines 
Ferments gilt, im Verein mit den allgemeinen Enzymeigenschaften, die 
stereochemische Spezifitat. weil diese unabhangig vom Reinheitsgrad 
und unbehindert durch eventuell vorhandene unspezifische Katalysa- 
toren zur AuBerung gelangt. Wahrend Optimum der Wasserstoff- 
ionenkonzentration, elektrischer Ladungssinn sowie Temperatur- 
empfindlichkeit durch die iGegenwart von Begleitstoffen beeinflubt 
und sogar stark verandert werden, ist bisher kein Fall bekannt ge- 
worden, wo die stereochemische Spezifitat durch soleche Faktoren auf- 
gehoben wire. Bei Enzymen, die einfache Hydrolysen zuwege bringen, 
wie die Verseifung von Phosphorsiure- und Schwefelsiure-estern, 
hatte man am ehesten ein Fehlen der Spezifitat erwarten diirfen. Aber 
trotz der immensen Verbreitung von Substraten, die z. B. der Phos- 
phatase zuginglich sind, hat sich gerade neuerdings ihre unbedingte 
stereochemische Spezifitat dartun lassen*. Diese stereochemische 


1 International Education Board Fellow. 
997 


2 C. Neuberg, J. Wagner und K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 227. 
1927; ©. Neuberg und K. P. Jacobsohn, ebendaselbst 199, 498, 1928; 
A. Gualdi, ebendaselbst 205, 320, 1929. 
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Spezifitat ist ausgepriigt, einerlei ob man das Ferment dem Tierreich 
oder pflanzlichen Organismen entnimmt. 

Fiir die Sulfatase fehlt bisher der Nachweis der stereochemischen 
Spezifitat. Wohl ist festgestellt worden', daB eine strukturchemische 
Beschriinkung fiir dieses Enzym vorhanden ist. Es werden nimlich 
durch die Sulfatase in praxi nur die ester-schwefelsauren Salze solcher 
Verbindungen hydrolysiert, die der aromatischen Reihe angehoren oder 
deren Hydroxy] aromatischen Charakter tragt, d. h. auber den Derivaten 
des Phenols und des Naphthols sind auch die Ester-sulfate des Indoxyls 
und Oxychinolins durch tierisches wie pflanzliches Enzym spaltbar 
Dagegen sind die entsprechenden Derivate der aliphatischen und 
alizyklischen Alkohole gegen das Ferment véilig oder beinahe resistent 
Die grobe Menge der aromatischen Ester der Schwefelsiure laBt keine 
nennenswerte Verschiedenheit in ihrer Empfindlichkeit gegen Sulfatase 
erkennen; ihrem Zugriff erliegen die niedrig molekularen Vertreter 
dieser Kérperklasse in gleicher Weise. Es ist bereits ein Versuch unter- 
nommen?, das ester-schwefelsaure Salz eines racemischen Phenols auf 
enzymatischem Wege asymmetrisch zu spalten. Hierbei diente als 
Substrat das ester-schwefelsaure Kaliumsalz des m-Methyl-zyklohexyl- 
p-phenols. Diese Verbindung ist asymmetrisch gebaut, und vou dem 
zugrunde liegenden Phenol sind auch die optisch-aktiven Formen 
bekannt. Weinmann hat ermittelt, dab unter dem EinfluB der Sulfatase 
das erwihnte Derivat jenes racemischen Phenols zwar recht glatt 
gespalten wird, daB aber auch bei Unterbrechung der enzymatischen 
Hydrolyse zu verschiedenen Zeiten der Fermenteinwirkung kein aktives 
Phenol, sondern nur seine Racemverbindung erhalten wird. Da eine 
kiinstliche Racemisierung bei dem schnellen Ablauf der fermentativen 
Hydrolyse ausgeschlossen erscheint und auch eine nachtragliche In- 
aktivierung bei der einfachen Art der Aufarbeitung kaum in Frage 
kommt, so muB man mit F Weinmann schlieBen, dab die Spaltungs- 
geschwindigkeiten fiir die Rechts- und Linkskomponenten des erwahnten 
ester-schwefelsauren Salzes angenihert gleich sind. 

In Anbetracht der grundsitzlichen Bedeutung, die dem Nachweis 
einer stereochemischen Wirkungsbetitigung fiir die Kenntnis der 
Sulfatase zukommt, habe ich auf Veranlassung von (’. Veuberg ein 
anderes racemisches Phenol in das ester-schwefelsaure Salz iiber- 
gefiihrt und dieses auf die Méglichkeit seiner asymmetrischen sulfatati 
schen Aufteilung gepriift. Fiir diesen Zweck wurde das p-sekunddr- 
Butyl-phenol gewahit, obgleich dasselbe nicht ganz leicht zuginglich 


! Literatur s. bei C. Newberg und J. Wagner, in Oppenheimer-Pin 
cussens Meth. d. Fermente 1928, 8S. 760. 
* F. Weinmann, diese Zeitschr. 205, 214, 1929. 
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ist. Es bietet jedoch den Vorteil, daB es den typischen Charakter eines 
einfachen Phenols aufweist. Durch Behandlung mit Chlorsulfonsiur 
in Pyridinlésung laBt sich das p-sek.-Butyl-phenol in guter Aus 
heute in das ester-schwefelsaure Kaliumsalz tiberfiihren. Die Ver 
bindung ist in reinem Zustande recht bestandig; in ihrer wisserigen 
Lésung treten selbst nach wochenlanger Aufbewahrung im Brutschrank 
keine Sulfationen auf. Dagegen wird mit tierischer wie pflanzlicher 
Sulfatase leicht Spaltung erzielt. Bei Heranziehung von Pilzsulfatase 
verringert man die vergiftende Wirkung des frei werdenden Buty! 
phenols, indem man viel Toluol hinzugibt'; dadurch wird das ab 
gespaltene Phenol der Lésung entzogen.  Fiir tierische Sulfatase 
ist dieses Verfahren nicht anwendbar, wenigstens nicht bei Be- 
nutzung von Organbrei und Organsaft; es bilden sich hier namlich 
dicke Emulsionen, in denen das Ferment zugrunde geht oder nicht 
wirkt. Es scheint aber, daB die tierische Sulfatase im Schutze der 
vom Organ stammenden Begleitstoffe gegen das abgespaltene Phenol 
weniger empfindlich ist als das viel eiweiBarmere Praparat der Pilz- 
sulfatase. Die zur Sterilhaltung erforderliche Quantitaét Toluol ver- 
ursacht keine Stérungen. 

Die Mehrzahl der Versuche habe ich in Gegenwart von Calcium- 
carbonat ausgefiihrt, weil dadurch das py praktisch konstant erhalten 
wird. Auch ohne Zugabe von kohlensaurem Calcium wird das ester- 
schwefelsaure Salz des p-sek.-Butyl-phenols zerlegt, aber die Enzym- 
wirkung kommt bei einem Spaltungsgrad von 12°, zum Stillstand, 
nachdem das py auf 6,2 gesunken ist. 

Bei der Wirkung der Pilzsulfatase ist eine Zerlegung des Substrats 
zu 36°, erreicht, wahrend bei der tierischen Sulfatase (aus Schweine- 
leber) die Reaktion bei einem Zerfall zu 15°, nicht mehr fortschritt. 
In beiden Fallen laBt sich das frei gewordene p-sek.-Butyl-phenol mit 
Toluol ausschiitteln.; Der Toluolschicht entzieht man das Phenol 
alsdann mit etwa 8°,iger Natronlauge. Die alkalische Fliissigkeit 
wird darauf mit Schwefelsiure angesiuert und mit Ather extrahiert. 
In diesen geht das freie Phenol iiber und hinterbleibt beim Abdampfen 
als ein Ol, das bei kurzem Stehen, namentlich in der Kilte, zu einer 
strahlig-kristallinischen Masse erstarrt. Das so gewonnene p-sek.- 
Butyl-phenol ist praktisch rein und kann durch Umlésen aus trockenem 
Ather als farblose Kristallmasse erhalten werden, die nach dem Ab- 
pressen auf Tonplatten vollkommen rein vorliegt. 

Das enzymatisch in Freiheit gesetzte und in der beschriebenen Weise 
isolierte p-sek.-Butyl-phenol ist stets optisch-aktiv befunden worden, und 
zwar war es in allen Fallen rechtsdrehend. 


1 Vgl. hierzu diese Zeitschr. 161, 496, 1925. 
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Die Sulfatase des Pilzes Aspergillus oryzae und die Sulfatase aus 
Schweineleber wirken in stereochemischer Hinsicht vollig gleichartig 
indem sie immer dextrogyres p-sek.-lso-butyl-phenol liefern. Die 
hichste Drehung, die ich erzielt habe, war [a}}; + 13,3°. 

Zur Sicherung dieser Befunde wurde der enzymatisch unzerlegt 
gebliebene Teil des Substrats in unspezifischer Weise durch Kochen mit 
Salzstiure hydrolysiert; hierbei ist der optische Antipode, also das links- 
drehende Phenol, gewonnen worden. 

Damit ist eindeutig die stereochemische Spezifitat der Sulfatase 
hewresen. 

AuBerdem liefern diese Befunde einen Beitrag zu der bisher nicht 
véllig geklirt gewesenen Frage nach der Konstitution des p-sek.- 
Butyl-phenols. Zuginglich ist dieser Kérper nach einer Vorschrift von 
T. Estreicher’. GemaB dieser bereitet man zuniachst aus Benzol und 
primarem Butyl-chlorid nach der Friedel-Kraftsschen Synthese Buty!- 
benzol. Dabei vollzieht sich, wie Estreicher angegeben hat, eine Um- 
lagerung des normalen Butylradikals in den sekundiren Butylrest. Bei 
Sulfonierung mit schwach rauchender Schwefelsaure entsteht dann die 
entsprechende p-Butyl-benzolsulfosiure, deren Kaliumsalz durch Kali- 
schmelze das p-Butyl-phenol liefert. Mit Bestimmtheit war nicht 
entschieden, ob im Laufe dieser zum Teil gewaltsamen Operationen 
keine wechselseitigen Umlagerungen am Butylradikal eintreten. 

Indem jetzt gezeigt wird, daB iiber das ester-schwefelsaure Salz 
dieses p-Butyl-phenol in die optisch-aktiven Formen zerlegt werden 
kann, ist zugleich bewiesen, daB in dem Butyl-phenol ein p-substi- 
tuiertes Phenol mit sekundirem Butyl als Seitenkette vorliegt, minde- 
stens der Hauptmenge nach. 

Im einzelnen verfuhr ich bis zur Darstellung des p-sek.-Butyl- 
phenols nach den Angaben Estreichers. Diese!ben fand ich bestatigt 
bis auf den Schmhelzpunkt, der bei 58 bis 59° liegt, wihrend der Autor 
53 bis 54° verzeichnet. Ergiinzend fiige ich hinzu, daB die Verbindung 
unter 14 mm Druck bei 124 bis 125° siedet, daB die in einer gesittigten 
wiisserigen Lésung des Phenols mit Bromwasser erzeugte Triibung 
gelbweiB ist, und daB Millons Reagens einen roten Niederschlag hervor- 
bringt. Mit Ferrichlorid tritt keine charakteristische Farbung auf: 
es findet nur eine Vertiefung des Farbtons statt, der einen Stich ins 
Griinliche annimmt. 

17.5 g des p-sek.-Butyl-phenols wurden in wenig Pyridin geldst 
und tropfenweise in eine Mischung von 25 cem Pyridin plus 120 cem 
reinem Chloroform eingetragen, die vorher mit 7,6 cem Chlorsulfon 
siure versetzt gewesen war. Nach vollendeter Zugabe, die unter Eis 


| T. Estreicher, B. 83, 436, 1900. 
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kithlung geschah, wurde das Reaktionsprodukt auf etwa 40° erwarmt 
wobei klare Lésung erfolgte. Das Gemenge von Pyridin und Chloroforn 
wurde abdestilliert und der Riickstand mit konzentrierter Kalilaug: 
bis zur alkalischen Reaktion versetzt. Dabei fiel bereits das Kaliumsalz 
der p-sek.-Butyl-schwefelsaure teilweise aus und konnte abgesaugt 
werden. Aus der Mutterlauge schied sich beim Eindampfen, wobei 
gebunden gewesenes Pyridin abdestillierte, eine neue Fraktion desselben 
Kaliumsalzes aus. Die vereinigten Substanzmengen werden aus heiBem 
Wasser unter Zugabe von etwas Bariumearbonat (zwecks Entfernung 

von Sulfat-spuren) umkristallisiert. Man erhalt so 

KO,8-0-<€ , OH Es 

\ lc 2*°*5 
das ester-schwefelsaure Kaliumsalz des p-sek.- Butyl-phenols in glanzenden 
Blattchen. Die Verbindung lést sich in warmem Wasser und siedendem 


Athylalkohol. 
0.1602 g Substanz lieferten 0.1382 g BaSQ,, 


0.1466 g m - 0.0476 g K,SQ,. 
Ci 9H,,50,K. Ber.: S 11,04%, K= 14,59%; 
(268) ee.: B= 136% B= 14,57 %). 


A. Versuche mit Pilzsulfatase. 
Versuch 1. 

a) 10g lufttrockenes Kaliumsalz der p-sek.-Butyl-ester-schwefelséure 
wurden in 200 com Wasser gelést; nach Zufiigung von 8 g Calcitumcarbonat 
wurden unter Schiitteln 2g Pilzsulfatase hinzugegeben. 

b) Zur Kontrolle wurden 0,5 g Kaliumsalz in 10 ccm Wasser gelést 
und mit 0,4 g¢ CaCO, versetzt. 

c) Eine weitere Kontrolle bestand darin, da 0,2 ¢ Pilzsulfatase in 
20 cem Wasser gelést wurden 

Zu den Analysen wurden je 2,0 ccm den hier wie in allen folgenden 
Beispielen bei 37° digerierten Lésungen entnommen, mit 30 ccm Wasser im 
MeSkolben verdiinnt und mit 15 cem alkalischer Chlorbariumlésung (nach 
E. Salkowski) gefallt. Die Verdiinnung, die somit vorgenommen wurde, 
ist nétig, weil durch den entstehenden Niederschlag Verluste an ather- 
schwefelsaurem Salz (durch Adsorption ?) eintreten. Nach Auffiillung auf 
genau 50,0 cem wurde in bekannter Weise durch ein trockenes Filter filtriert 
und in 40,0 cem der klaren Fliissigkeit durch Kochen mit Salzsaéure die in 
organischer Bindung noch vorhandene Schwefelséure frei gemacht. 


Gefunden wurden in 40,0 cem 


Oe Be, cn a tt ow i ee ORS PG. 
nach 47 Stunden. ...... . . 0,0645g BaSO, 
WB? oe ees CR eee 


Es zeigt sich, daB in 92 Stunden praktisch keine Hydrolyse er- 


folgt war. 








‘mt 
orn 
ug 
sal 
ugt 
»bei 
ben 
em 


ing 


len 
*m 





Stereochemische Spezifitat der Sulfatase. 487 


Versuch 2. 
a) 10g Ester-Kaliumsalz, 
5¢ Pilzsulfatase, 
200 com Wasser, 
200 ., Toluol. 


— 


0,5 ¢ Kaliumsalz, 
10 cem Wasser, 

10 » Toluol. 

ce) 0,25 ¢ Pilzsulfatase, 
10 ccm Wasser, 
10 .. Toluol. 


Temperaturen iiberall 37°. 


Erhalten in a) aus 4/5.2cem Urlésung: 


zu Beginn. ... . . . . 0,0645¢ Bariumsulfat 
nach 24 Stunden. .. . . 0,0579¢ 

- 48 - iy es » ii 99 

—— “i . - « « - 0,0579 g 9 


Da die Fliissigkeiten der Kontrolle b) und ¢) in der ganzen Zeit 
frei von Sulfationen blieben, so ergibt sich, daB eine Spaltung von 12°, 
eingetreten war. Die Hydrolyse ging bei den verhaltnismaBig sauren 
Reaktionen (py = 6 bis 6,2) tiber den erwahnten Spaltungsgrad nicht 
hinaus. Das in Freiheit gesetzte p-sek.-Butyl-phenol befand sich in 
der Toluolschicht und konnte ihr in der zuvor (S. 484) angegebenen 
Weise mit Alkali entzogen und schlieBlich aus Ather kristallisiert er- 
halten werden. Das reine Phenol besa denselben Schmelzpunkt wie 
das synthetische Priaparat, wies aber eine deutliche Rechtsdrehung 
in m-Xylollésung auf. 

Die Substratkonzentration wurde nun vermindert und das Medium 
neutral gehalten. Diese MaBnahmen fiihrten zu wirklich guten Resul- 
taten in 

Versuch 3. 
a) 10g p-sek.-butyl-phenol-ester-schwefelsaures Kalium,° 
5¢ Pilzsulfatase, 
5g CaCQ,, 
1000 cem Wasser, 
800 .. Toluol. 

Kontrollen b) und ¢) wie bei Versuch 2, aber entsprechend 3a auch in 
fiinffach starkerer Verdiinnung. 

Fiir die Analysen wurden jedesmal 10,0 ccm der wasserigen Fliissigkeit 
entnommen; in vier Fiinfteln von diesen 10,0 cem Urlésung wurde schlieBlich 
die in organischer Bindung vorhandene Schwefelséiure ermittelt. 

Die Isolierung des frei gewordenen Phenols aus der im Scheidetrichter 
abgetrennten Toluolschicht geschah stets nach den S. 484 gemachten 
Angaben. 

Fiir die weitere Enzym-einwirkung wurde jedesmal eine Menge von 
800 cem frischem Toluol hinzugegeben und die Digestion im Brutschrank 
fortgesetzt, neues Ferment aber nicht hinzugefiigt. 
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BaSO,, erhalten 


Grad der 
4), . 10 cc : ai 
ae Spaltung [«}3} in Lésung von msXylol 
g 0/, ' 
Zu Anfang 0.0691 
; 92 ¢ _ P + 432° 
ac a F 9 yA 
Nach 23 Std. .. 0,0551 20,3 (a <= + 0.95°. | 1. ¢— 22.0) 
“ a ann + 4,10° 
0 ) ‘ a ~ 
Ps ( e ; 0.0466 32.6 le 40.76. | 1, 18.5) 
9 . = 0.0443 36.0 


Das isolierte aktive p-sek.-Butyl-phenol schmolz bei 57 bis 58°, 


5,061 mg Substanz: 14,795 mg CO, und 4,24 mg H,O. 
C,9H,,0. Ber.: C = 80,00, H = 9.33%; 

(150) —gef.: C = 79,63, H — 9,31 %. 

Das in der wasserigen, von der Toluolschicht getrennten Fliissigkeit 
noch vorhandene ungespaltene Ester-Kalium-salz wurde alsdann durch 
dreistiindiges Erhitzen mit Salzsiure am RiickfluBkiihler 


verseift. Das 
extrahierte Phenol zeigte, ebenfalls in m-Xylollésung, {a}}) 2,20° 


(a 0,41°, | l, oc 18,6). 


Wie man sieht, dreht das aus dem Riickstand gewonnene p-sek.- 
Butyl-phenol in entgegengesetzter Richtung, wie das enzymatisch in 
Freiheit gesetzte, so daB an der spezifischen Wirkung der Pilzsulfatase 
kein Zweifel bestehen kann. 


B. Versuche mit tierischer Sulfatase. 


Versuch 4. 
10 ¢ Ester-Kaliumsalz, 
500 cem Lebersaft (entsprechend 170 g¢ Schweinelever) und 
5g CaCO, 
wurden m:t Wasser auf ein Volumen von 1000 cem 


gebracht und mit 
800 cem Toluol tiberschichtet. 


Durch Sulfat-analysen wie durch Priifungen auf Phenol in der Toluol- 
schicht ergab sich, daB gar keine Reaktion stattgefunden hatte. Der wirk- 
same Leberbestandteil war in das Toluol unter Bildung einer dichten 
Emulsion itibergegangen; die Sulfatasewirkung war dadurch verhindert 
worden. 

Einwandfreie Resultate lieferte der 


Versuch 5. 
7 ag des Ester-Kaliumsalzes, 
120 g Brei von Schweineleber, 
5 g CaCO,, 
7,5cem Toluol und 


500 ». Wasser. 


Kontrollen wie iiblich. 
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Stereochemische Spezifitat der Sulfatase. 480 


Infolge von Adsorptions-vorgangen, die sich an den Organ-partikeln 
ibspielen, fielen die Bestimmungen der jeweils vorhandenen Menge Ester 
sulfat nicht sehr genau aus. Sie zeigten aber den stetigen Fortschritt det 
Spaltung an. 


Das extrahierte p-sek.-Butyl-phenol besaB in der Losung in m-Xylol 
aly ~ 13,30° (a 190°, l= 1, e= 14,3) 


Wie im Versuch mit der Pilzsulfatase habe ich den unangegriffenen 
Teil des Salzes hydrolysiert. Das frei gewordene Phenol zeigte [a]; 
2,34" (a 0,60°, | l,c 25,7) 


Diesen Werten kann man leicht entnehmen, dab die Spaltung 
durch die tierische Sulfatase 15°, betragen hat und asymmetrisch ver 
laufen ist. 


Die Berechnung gestaltet sich wie folgt: 


a sei das, im tibrigen unbekannte, spezifische Drehungsvermégen des 
Phenols. a sei das spezifische Drehungsvermégen der im unbekannten 
Komponenten-verhaltnis durch das Ferment in Freiheit gesetzten Menge 
d- sowie 1-Verbindung. 6 bezeichne den Spaltungsgrad der Mischung nach a 
Ferner sei ¢ die spezifische Drehung des noch nicht enzymatisch frei gelegten 
Phenols, die man nach Entfernung der Quantitét 6 an der durch rein 
chemische Saéurehydrolyse erhaltenen Substanz ermittelt. 2:6 und y:b 
seien das Verhaltnis der beiden Antipoden (d- bzw. 1-Verbindung) in det 
Quantitat 6. 


Man findet dann: 


1 uy 
as 
Bn) 50 
ol aee-—z ) thee —4) = «, 
100 b 100 — 4 
r+y b, 
ata y) ab, 


aia y) «(100 hb) 
ab « (100 hy). 


Animalische und vegetabilische Sulfatasen wirken in bezug auf 
die stereochemische Auswahl gleichsinnig. d-Phenol wird in Freiheit 


gesetzt. Estersulfat des |-Phenols wird langsamer angegriffen 











Uber die asymmetrische Verwertung des p-sek.-Butyl-phenols 
im Tierkérper. 


Von 
Claude Fromageot! (Paris). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 9. Mdrz 1929.) 


Es ist bekannt, daB verabfolgtes Phenol im Tierkérper zum Teil 
verbraucht wird; denn die in Form von Phenol-ester-schwefelsaure 
und Phenol-glucuronsaure ausgeschiedene Quantitat entspricht nicht 
der dargereichten Menge. Es mu® also ein Angriff am Benzolkern 
stattfinden. Ein Hinweis hierauf ist in der Untersuchung von M. Jaffé? 
gegeben; er hat vor 20 Jahren festgestellt, daB aus verfiittertem Benzo] 
auBer bekanntermaben gebildeten mono- und poly-hydroxylierten 
Benzolabkémmlingen*, Muconsiure durch Aufspaltung des Benzol- 
ringes entsteht, wenn auch in sparlicher Menge. 

Einen Beweis fiir die partielle Zerstérung eines substituierten 
Phenols *m tierischen Organismus konnte ich nun durch Verfiitterung 
des synthetischen, optisch inaktiven p-sek.-Butyl-phenols an Kaninchen 
erbringen. 

Die diesen Tieren einverleibte Substanz wird genau wie gewohn- 
liches Phenol zum Teil an Schwefelsiure, zum iiberwiegenden Teil 
jedoch an Glucuronsaure gebunden. Dies folgt daraus, daB die Quantitat 
der Esterschwefelsiure nur mabig, die der gepaarten Glucuronsaure 
bedeutend vermehrt ist. (Kraftige Naphthoresorcin-reaktion, starke 
Reduktion des Harns nach Behandlung mit Salzsiure.) Die Trennung 
der beiden gepaarten Verbindungen bietet Schwierigkeiten; ich habe 
mich darauf beschrainkt, das gesamte, durch den Harn der Tiere in 
gebundener Form ausgeschiedene Phenol durch Hydrolyse mit Salz- 


! International Education Board Fellow. 

2 M. Jaffé, H. 62, 58, 1909; vgl. auch H. Neumaerker, H. 126, 203, 
1923; H. Thierfelder und E. Klenk, H. 141, 29, 1924. 

3 Literatur s. bei C. Newberg, Der Harn, 8S. 466 und 490. 
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Cl. Fromageot : Asymmetr. Verw. d. p-sek.-Butyl-phenols usw. 4%] 


saure in Freiheit zu setzen und zu isolieren. Dabei ergab sich, dab 
lieses Phenol optisch-aktiv, und zwar ldvogyr, gewesen ist. Man vermag 
nicht zu sagen, ob das aktive Phenol als gepaarte Schwefelsaure oder 
als gepaarte Glucuronsiure im Harn zugegen gewesen ist. Da es aber, 
obgleich es méglicherweise beiden Quellen entstammte, ein Drehungs- 
vermégen aufwies, so ergibt sich aus dieser Eigenschaft, dali} die Racem- 
verbindung irgendwie asymmetrisch im tierischen Organismus ver- 
arbeitet worden ist; denn auch bei einer Verteilung der optischen Kom- 
ponenten zwischen Glucuron- und Schwefelséure hatte der Versuch zu 
inaktivem Phenol fiihren miissen, da der gesamte Harn zur Hydrolyse 
verwendet wurde. Der Uberschu8 an linksdrehender Form zeigt also 
an, daB die d-Komponente im Koérper partiell anders verwertet 
worden ist. 

Der Vorgang ist verschieden von dem, den Paul Mayer? durch Isolierung 
von linksdrehendem Oxy-campher aus dem Paarungsprodukt verfiitterten 
d, 1-Camphers mit Glucuronséure aufgedeckt hat; er ist auch verschieden 
von der analogen Entstehung einer Methyl-phenyl-carbinol-glucuronsaéure 
mit schwach dextrogyrem Aglykon nach Verabfolgung von Acetophenon ?. 
Hier wird namlich durch Oxydation bzw. Reduktion erst die paarungs- 
fahige Hydroxylgruppe geschaffen, d.h. durch Prozesse, die an sich 
asymmetrisch verlaufen kénnen*. Im Falle des p-sek.-Butyl-phenols liegt 
der Racemkérper, der ersichtlich asymmetrischem Verbrauch anheimfallt, 
tertig vor. 

16 g des p-sek.- Butyl-phenols wurden an zwei Kaninchen in Mengen 
von 0.6 bis 1g pro die verfiittert. Die tagliche Dosis wurde in einer 
Kaliumsulfatlésung verabfolgt. Die Mischung war so bereitet, dab das 
Butyl-phenol in Kalilauge geliést und mit der aquivalenten Menge 
Schwefelsiure in Freiheit gesetzt war. Die entstandene Emulsion 
wurde, noch bevor Kristallisation eintrat, warm (40°) den Tieren mit 
der Schlundsonde beigebracht. 

Fiir die Hilfe bei dieser Applikation bin ich Herrn Dr. Rolf Meier zu 
besonderem Dank verpflichtet. 

Der entleerte Harn wurde, um eine Zersetzung der gepaarten 
Phenole zu verhindern, mit Kaliumearbonat schwach alkalisch gemacht 
und mit Chloroform nebst Toluol konserviert. Die gesammelte Urin- 
menge wurde alsdann vorsichtig bis zum Sirup eingeengt, mit Salz- 
siure sauer gemacht und im siedenden Wasserbad 3 Stunden am Riick- 
fluBkiihler erhitzt. Durch Ausschiittelung mit Toluol wurde auf die 
in der voranstehenden Mitteilung beschriebene Art das Phenol isoliert. 


1 Paul Mayer, diese Zeitschr. 9, 439, 1908. 
2 H. Thierfelder und K. Daiber, H. 1380, 386, 1923; siehe dagegen 
H. 141, 16, 1924. 


on7 


3 (©. Neuberg und A. Lewite, diese Zeitschr. 91, 257, 1918; C. Neuberg 
und F. F. Nord, B. 52, 2248, 1919. 
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Das erhaltene Phenol besa folgende Eigenschaften: 
fal 54°, 
(a 0,24°, 1 lec 15,6) 
(Polarisation in Xylollésung). Schmelzpunkt der umbkristallisierten 
Substanz 58°. Die Proben mit Bromwasser und Millons Reagens fielen 
in der typischen Weise (s. 8. 485) aus. 
5.059 mg Substanz: 14,800 mg CO,, 4,120 mg H,0O. 
C,9H,,0. Ber.: C = 80,00, H = 9,33°,; 
(150) gef.: C= 79,77, H = 9.05%. 


Die Analyse und der Schmelzpunkt tun dar, daB reines p-sek.- 


Butyl-phenol vorgelegen hat; normalerweise vorhandenes gewohnliches 
Phenol ist bei der Umkristallisation entfernt worden. 
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Berichtigung 


zu meiner Mitteilung ,,Uber den Schwefelgehalt des Hamoglobins im 
Blute rassenreiner Hunde und einiger seltener untersuchten Tierarten“ 
(diese Zeitschr. 202, 65, 1928). 


Ve m 
Elisabeth Timar. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 13. April 1929.) 


Auf 8. 377 und 378 habe ich unter der Uberschrift ,,4. Cystin im Hamo- 
globinmolekiil“* eine Berechnung aufgestellt, aus der hervorgehen sollte, 
da8 aller Schwefel im Hamoglobin daselbst in Form von Cystin (Cystein) 
enthalten sein miisse. Von berufener Seite wurde ich aufmerksam gemacht, 
daB diese meine Berechnung auf einer falschen Grundlage beruht, daher 
die aus ihr gezogenen Schliisse (die auch in der Zusammenfassung der 
Versuchsergebnisse wiederholt sind) irrig sind. Unberiihrt bleiben hierdurch 
simtliche mitgeteilten Versuchsdaten, sowie, mit Ausnahme der obigen, 
auch die aus ihnen gezogenen Schliisse. 


Berichtigung. 


( Eingegangen am 8. Mai 1929.) 


In der Arbeit von H. Freundlich und G. Lindau ,,Uber die Ein- 
wirkung von EiweiSstoffen auf Eisenhydroxydsol™, diese Zeitschr. 208, 
91 bis 111, 1929, fehlen infolge eines Versehens bei der Drucklegung in 
Tabelle XIII, S. 107 die Angaben iiber die Lage der Koagulationswerte. 

Der Koagulationswert fiir die Hamoglobinkonzentration 0,4°%, liegt 
bei 625 Millimol NaCl, fiir die Hamoglobinkonzentration 1,6°, bei 
475 Millimol NaCl, fiir die Hamoglobinkonzentration 2°, bei 425 Millimol. 
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